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La saprolegniosis produce pérdidas económicas importantes en el sector 

de la acuicultura continental de salmónidos y afecta también a las poblaciones 

naturales. Los tratamientos que se utilizan pueden presentar algunos 

inconvenientes, siendo uno de ellos el riesgo de efectos adversos sobre los 

peces o el medio ambiente, por lo que se planteó el presente trabajo de tesis 

doctoral con el fin de obtener bacterias que puedan llegar a utilizarse en la 

lucha biológica frente a la saprolegniosis. 

Se efectuó un estudio cualitativo y cuantitativo de la flora bacteriana 

cutánea de la trucha común (Salmo trutta L.) y trucha arcoíris (Oncorhynchus 

mykiss Walbaum) y de su relación con algunos factores ambientales. Se utilizó 

trucha común sana y con saprolegniosis, procedente de dos ríos y de un centro 

reproductor de la provincia de León, obtenida en las cuatro estaciones del año; 

también trucha arcoíris sana, de tres piscifactorías de la provincia, recogida en 

invierno. Las muestras, que se obtuvieron por raspado de la piel y de las 

lesiones cutáneas, se cultivaron durante 7 d a 20 ºC en agar triptona soja y 

agar sangre calculándose las UFC cm−2. Las bacterias de las colonias más 

representativas se identificaron mediante pruebas fenotípicas tradicionales y 

pruebas moleculares. La media de los recuentos bacterianos de la piel de 

trucha común sana fue unas 1000 veces inferior a la obtenida de las lesiones 

de saprolegniosis, pero fue similar a la de piel sana de trucha común enferma. 

Iodobacter sp. y Deefgea rivuli fueron las especies más aisladas de la piel sana 

de trucha común, mientras que Iodobacter sp. y Aeromonas sobria 

predominaron en las lesiones de saprolegniosis. En la trucha arcoíris fueron 

más frecuentes Chryseobacterium, Staphylococcus y Pseudomonas, cada una 

de ellas en una piscifactoría diferente. Se encontraron diferencias cuantitativas 

y cualitativas en la flora de la trucha común sana dependiendo de la estación 

del año y punto de muestreo, confirmándose la importancia del medio ambiente 

en la composición de la flora cutánea. También se sugiere un posible papel 

protector de la flora bacteriana cutánea frente a la saprolegniosis con base en 

los resultados obtenidos. 

Se realizaron pruebas de inhibición in vitro frente a Saprolegnia parasitica 

con 72 bacterias representativas de la flora cutánea. Se efectuaron ensayos en 

placas de Petri con agar infusión cerebro-corazón, en medio líquido con 
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cañamones colonizados por S. parasitica utilizando placas de cultivo celular de 

24 pocillos y en estas mismas placas pero utilizando zoosporas de S. 

parasitica. Con las bacterias más inhibitorias se determinó también su efecto 

fungicida y se estudió si los sobrenadantes eran capaces de inhibir a S. 

parasitica. De los 72 aislados bacterianos probados, 24 produjeron alta 

inhibición de S. parasitica en los tres tipos de ensayos con células bacterianas. 

Estos aislados se identificaron como Aeromonas piscicola (1), Aeromonas 

popoffii (2), Aeromonas salmonicida (2), Aeromonas sobria (7), Pantoea 

agglomerans (3), Pseudomonas fluorescens (5), Xanthomonas retroflexus (1), 

Serratia fonticola (1) y Yersinia kristensenii (2), y muchos de ellos procedían de 

lesiones de saprolegniosis. Quince de estos aislados fueron fungicidas para S. 

parasitica, y los sobrenadantes de 19 aislados inhibieron su crecimiento lo que 

sugiere la producción una sustancia inhibitoria extracelular. 

Los 24 aislados bacterianos que produjeron mayor inhibición in vitro de 

Saprolegnia parasitica se inocularon en trucha arcoíris para comprobar su 

inocuidad, característica imprescindible para poder ser utilizados en la lucha 

biológica frente a la saprolegniosis. Lotes de 10 truchas se inocularon con 106 

células de la bacteria, la mitad de los peces por vía intramuscular y la otra 

mitad por vía intraperitoneal. Dieciséis de los aislados bacterianos, identificados 

como Aeromonas piscicola (1), Aeromonas sobria (3), Pantoea agglomerans 

(3), Pseudomonas fluorescens (5), Serratia fonticola (1), Xanthomonas 

retroflexus (1) y Yersinia kristensenii (2), fueron apatógenos. Estos aislados, 

excepto el de A. piscicola que fue patógeno en un estudio posterior, fueron 

seleccionados para realizar los ensayos restantes. 

El moco cutáneo es la primera barrera que debe atravesar Saprolegnia 

parasitica para infectar al pez, por lo que las bacterias capaces de reducir la 

adhesión de S. parasitica al moco podrían ser útiles en la lucha biológica frente 

a la saprolegniosis. Por este motivo se realizaron pruebas in vitro para 

comprobar, tanto el grado de adhesión al moco cutáneo de trucha común de 

las 15 bacterias inhibitorias que fueron apatógenas, como la capacidad de 

éstas para reducir la adhesión de los quistes de S. parasitica bajo condiciones 

de exclusión, competición y desplazamiento. La adhesión de las bacterias al 

moco cutáneo fue en general baja. Un aislado de Pseudomonas fluorescens 
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fue el que se adhirió en mayor porcentaje (15,3%). La adhesión de las 

bacterias al moco de trucha común macho fue superior al observado en el 

moco de trucha hembra, pero similar a la unión a otros sustratos. También 

hubo correlación entre la adhesión al moco de macho y al poliestireno. Estos 

resultados sugieren que la unión de las bacterias a los sustratos se realiza de 

forma inespecífica y que están implicadas interacciones hidrofóbicas. 

Los quistes de Saprolegnia parasitica se adhirieron en un elevado 

porcentaje al moco de trucha común macho (88,9%). Casi todos los aislados 

bacterianos consiguieron reducir significativamente este porcentaje bajo 

condiciones de exclusión y competición, necesitándose diferentes 

concentraciones de bacterias para este efecto. Sin embargo, sólo la mitad de 

los aislados bacterianos lograron desplazar a los quistes del moco siendo 

necesarias las concentraciones más elevadas de bacterias. 

Algunos de los aislados bacterianos obtenidos podrían ser de utilidad en la 

lucha biológica contra la saprolegniosis, lo que deberá confirmarse con pruebas 

in vivo. 
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Saprolegniosis causes severe economic impact in continental salmonid fish 

farms and decline of wild populations. The control of saprolegniosis, based 

mainly on chemical products, has several disadvantages like the potential risk 

for animals and the environment. Therefore, the present thesis was held to 

begin the study of bacterial isolates which could be used in the biological control 

of saprolegniosis in a future. 

The aerobic skin flora of wild and cultured brown trout (Salmo trutta L.) 

from two rivers and a fish farm in the province of León (NW Spain) was 

analysed quantitatively and qualitatively along the four seasons of a year in 

healthy and Saprolegnia infected fish, to get some information about its 

relationship with environmental factors. The skin flora of healthy rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss Walbaum) from three commercial fish farms was also 

studied. Skin samples were taken by scraping and after seven days at 20 ºC on 

tryptose soya agar and blood agar they were analyzed for total plate counts. 

Bacteria of the most representative colonies were purified for their identification 

by traditional and molecular methods. The mean of bacterial counts on skin of 

healthy brown trout was about 1000 times lower than on saprolegniosis lesions, 

but it was not different from that obtained on healthy skin of infected fish and 

healthy rainbow trout. Iodobacter sp. and Deefgea rivuli were the most isolated 

species from healthy skin of brown trout, whereas on lesions of saprolegniosis 

predominated Iodobacter sp. and Aeromonas sobria. In rainbow trout skin 

samples the main bacteria were those belonging to Chryseobacterium, 

Staphylococcus and Pseudomonas, each one in a different fish farm. There 

were also quantitative and qualitative differences between the bacterial skin 

flora of healthy brown trout of the different seasons and points. All these data 

confirm the influence of environment on the skin flora and it is suggested the 

existence of a protective flora against Saprolegnia parasitica on the skin of 

trout. 

The in vitro inhibitory activity of 72 representative bacterial isolates from the 

skin flora of trout against Saprolegnia parasitica was tested. Assays were 

performed on Petri dishes with brain-heart infussion agar, in 24-well plates with 

a hemp seed colonised by S. parasitica and in the same plates but with 

zoospores of Saprolegnia parasitica. The fungicidal effect of the inhibitoriest 
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isolates was additionally tested, as well as the ability of their supernatants to 

inhibit S. parasitica in vitro. Twenty-four bacterial isolates belonging to species 

Aeromonas piscicola (1), Aeromonas popoffii (2), Aeromonas salmonicida (2), 

Aeromonas sobria (7), Pantoea agglomerans (3), Pseudomonas fluorescens 

(5), Xanthomonas retroflexus (1), Serratia fonticola (1) and Yersinia kristensenii 

(2), were the inhibitoriest in the tests with bacterial cells, and most of them had 

been obtained from skin lesions of trout with saprolegniosis. Fifteen of these 

isolates were also fungicidal and the supernatants of 19 isolates were able to 

inhibit S. parasitica in vitro, so these bacteria might produce an extracellular 

inhibitory substance. 

The bacteria intended to be used in the biological control of a disease must 

be innocuous to the host. Thus, we tested the pathogenicity to rainbow trout of 

the 24 bacterial isolates with a high in vitro inhibitory activity against 

Saprolegnia parasitica. Groups of 10 fish were injected with 106 cells of each 

bacterial isolate, intramuscullarly in a half of the trout and intraperitoneally in the 

others. Sixteen of the isolates, identified as Aeromonas piscicola (1), 

Aeromonas sobria (3), Pantoea agglomerans (3), Pseudomonas fluorescens 

(5), Serratia fonticola (1), Xanthomonas retroflexus (1) and Yersinia kristensenii 

(2) were non-pathogenic. These isolates (except A. piscicola, which was found 

to be pathogenic in a later study) were selected for further study. 

The capacity of the inhibitory and non pathogenic bacterial isolates to 

adhere to the skin mucus of brown trout and to reduce the adhesion of 

Saprolegnia parasitica cysts under exclusion, competition and displacement 

conditions was tested. This is a desirable characteristic of the bacteria to be 

used in the biological control of saprolegniosis, as mucus is the first barrier the 

Oomycete has to overcome to infect fish. The 15 bacterial isolates tested 

showed a low adhesion rate, not higher 15.3%, achieved by a Pseudomonas 

fluorescens isolate. Adhesion of bacteria was greater in the case of mucus from 

male brown trout than mucus from females. Similarities in the adhesion to male 

mucus and other substrates and correlation to that observed to polystyrene 

suggest that adhesion to skin mucus is not specific and that there are 

hydrophobic interactions. 
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A high percentage (88.9%) of the S. parasitica cysts adhered to the skin 

mucus of male brown trout. Almost all the bacteria reduced this adhesion ratio 

significantly under exclusion and competition conditions. However, only half of 

the isolates displaced cysts from skin mucus and the highest numbers of 

bacterial cells were necessary for this effect. 

All these studies have provided potentially useful bacteria for the biological 

control of saprolegniosis. This will be assessed with in vivo assays.
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La saprolegniosis es una enfermedad de los peces de agua dulce que 

afecta tanto a las poblaciones naturales como a los peces de cultivo. Es 

frecuente en los salmónidos continentales, principalmente en los meses del 

otoño-invierno en torno a la freza, y en los reproductores y huevos de las 

piscifactorías, lo que ocasiona pérdidas económicas importantes. 

La saprolegniosis se incluye dentro de las infecciones tegumentarias. El 

crecimiento del agente patógeno tiene lugar en la epidermis y la dermis, 

pudiendo en algunos casos alcanzar la musculatura superficial; en los peces 

pequeños llega a invadir los órganos internos. Los peces enfermos se 

reconocen fácilmente por la presencia de lesiones cutáneas de color 

blanquecino y aspecto algodonoso. 

El control de la enfermedad puede ser complicado. Los tratamientos por 

medio de compuestos químicos presentan diversos inconvenientes, y los 

métodos preventivos y de control zootécnico no siempre son eficaces. Por todo 

ello, se planteó la presente tesis doctoral con la pretensión de iniciar el 

desarrollo de un método alternativo de lucha basado en el control biológico de 

Saprolegnia parasitica. 

Las primeras descripciones de infecciones en los peces producidas por 

Oomycetes (a los que pertenece el género Saprolegnia) datan del siglo XVIII. 

Con el rápido desarrollo de la acuicultura en Europa y Norteamérica a finales 

del siglo XIX y principios del XX, se señaló la amenaza que constituían los 

Oomycetes para una gran variedad de peces de agua dulce (Neish y Hughes, 

1980). 

En España no se prestó atención a esta enfermedad hasta que se produjo 

una epizootia de saprolegniosis que afectó gravemente a las poblaciones de 

trucha común (Salmo trutta) de los principales ríos de la provincia de León y 

zonas limítrofes, en la década de los años 80 (Aller Gancedo y Fernández 

Díez, 1984 y 1987). 

Las especies del género Saprolegnia tienen un ciclo biológico con 

reproducción asexual y sexual. En la reproducción asexual se forman 

zoosporangios que dan lugar a las zoosporas primarias, las cuales se 
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enquistan (quistes primarios) y a su vez originan las zoosporas secundarias; 

éstas se enquistan nuevamente (quistes secundarios) y son capaces de nadar 

más tiempo, por lo que se consideran la principal forma de dispersión e 

infección de Saprolegnia spp. (Hatai y Hoshiai, 1994; Andersson y Cerenius, 

2002). En cuanto a la reproducción sexual, tiene lugar mediante la producción 

de gametangios masculinos (anteridios) y femeninos (oogonios). La 

fecundación de los oogonios se produce por la entrada del contenido de la 

célula anteridial dando origen a las oosporas que finalmente germinarán. 

Durante años el género Saprolegnia se encuadró taxonómicamente dentro 

del reino Fungi, pero actualmente se incluye en el reino Chromista. Según el 

Ainsworth & Bisby’s Dictionary of the Fungi (Kirk y col., 2008) pertenece a la 

familia Saprolegniaceae, orden Saprolegniales, clase Oomycetes, filo 

Oomycota y reino Chromista. La principal especie patógena del género es 

Saprolegnia parasitica, que ha recibido diversas denominaciones debido a que 

muchos de los aislados obtenidos de peces enfermos no producen estructuras 

sexuales en el laboratorio; clásicamente se han utilizado estas estructuras para 

identificar las distintas especies del género Saprolegnia. 

Las técnicas moleculares basadas en la reacción en cadena de la 

polimerasa han ayudado a clarificar la taxonomía del género. Diéguez-

Uribeondo y col. (2007) estudiaron la relación filogenética de las especies del 

complejo Saprolegnia diclina-Saprolegnia parasitica y la posición taxonómica 

de las cepas asexuales patógenas, llegando a la conclusión de que los aislados 

de Saprolegnia patógenos para los peces, especialmente los procedentes de 

salmónidos, constituyen un taxón claramente separado del resto de las 

especies consideradas saprofitas. Estos autores sugieren que se utilice el 

nombre de Saprolegnia parasitica para referirse a todos los aislados 

patógenos. 

La saprolegniosis puede afectar a los peces de agua dulce en todas las 

fases de su ciclo biológico, incluidos los huevos. Los peces marinos no la 

padecen porque la salinidad del agua impide la supervivencia de Saprolegnia 

spp.; no obstante se han encontrado infecciones por Saprolegnia en peces de 

aguas de baja salinidad en estuarios (Stuart y Fuller, 1968; Noga y Dykstra, 
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1986). La saprolegniosis se ha descrito en diversas especies de salmónidos y 

en otros peces continentales, además de cangrejos de río (Diéguez-Uribeondo 

y col., 1994) y anfibios (Kieseker y col., 2001; Fernández-Benéitez y col., 2008). 

La enfermedad presenta una distribución mundial (Wood y Willoughby, 1986) y 

es diagnosticada con frecuencia en los países de la mitad norte del Hemisferio 

Boreal, que es el hábitat natural de los salmónidos. Es de presentación 

frecuente en áreas donde la cría de los salmónidos está ampliamente 

desarrollada, como Europa, Norteamérica y Japón (Aller Gancedo, 1988ª). 

Tiene un impacto económico importante en los salmónidos de cultivo, y 

también un alto impacto ecológico produciendo el declive de las poblaciones 

naturales de peces de agua dulce (van West, 2006; Bruno y col., 2010). 

En la actualidad se considera que la forma infectante es la zoospora o el 

quiste secundario germinado o sin germinar (Phillips y col., 2008; Bruno y col., 

2010). La vía principal de contagio es la cutánea, pero se ha señalado la 

posibilidad de que los propágulos de Saprolegnia lleguen al torrente circulatorio 

a través de las branquias (Gieseker y col., 2006). En individuos juveniles 

también se ha descrito el contagio por vía digestiva (Neish y Hughes, 1980). En 

las piscifactorías, durante la incubación de los huevos, las zoosporas colonizan 

primero los que están muertos y a partir de éstos las hifas invaden los huevos 

vivos de alrededor (Smith y col., 1985; Thoen y col., 2011). 

Diversos factores predisponen a la infección, entre los cuales destacan los 

traumatismos (Rand y Munden, 1993; Fregeneda-Grandes y col., 2001), la 

maduración sexual (Aller Gancedo y Fernández Díez, 1987; Cross y 

Willoughby, 1989), el estrés (Neish y Hughes, 1980; Pickering, 1994) y la 

presencia de otras enfermedades (Pickering y Willoughby, 1982; Bruno y 

Wood, 1999). A su vez no existe evidencia de que las especies patógenas de 

Saprolegnia sean capaces de producir toxinas (Kales y col., 2007), aunque sí 

segregan sustancias con actividad proteolítica y lipolítica que podrían estar 

relacionadas con el proceso de avance de las hifas (Pickering y Willoughby, 

1982; Smith y col., 1994). El resultado de la infección es la destrucción de la 

epidermis y la dermis, lo que da lugar a una grave alteración del mecanismo de 

osmorregulación, que finalmente provoca la muerte del pez por un proceso de 

hemodilución (Richards y Pickering, 1979). 
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Se considera que el principal mecanismo defensivo del pez lo desempeñan 

el tegumento y el moco cutáneo, formando una barrera física que impide la 

entrada de los agentes patógenos (Pickering y Willoughby, 1982; Cross y 

Willoughby, 1989). Existen evidencias de que hay una respuesta inflamatoria 

frente a la infección, habiéndose demostrado la presencia de células 

inflamatorias rodeando a las hifas de Saprolegnia sp. en peces infectados y en 

cultivos celulares (Wood y col., 1988; Álvarez, 1992; López-Dóriga, 1995; de 

Bruijn y col., 2012). También se ha demostrado la sobreexpresión de genes 

que codifican para diversas sustancias relacionadas con la respuesta 

inmunitaria, como citoquinas, proteínas de fase aguda o del complemento y 

péptidos antimicrobianos (Roberge y col., 2007; de Bruijn y col., 2012). Los 

datos sobre la respuesta inmunitaria humoral específica son contradictorios, 

aunque algunos estudios han demostrado la producción de anticuerpos 

específicos frente a Saprolegnia sp. patógena en varias especies de peces 

(Hodkinson y Hunter, 1970; Fregeneda-Grandes y col. 2007 y 2009). 

El diagnóstico clínico es relativamente fácil por la observación de las 

lesiones cutáneas. Para confirmar el diagnóstico hay que comprobar en el 

laboratorio que el agente patógeno pertenece al género Saprolegnia, que no se 

trata de un hongo o seudohongo saprofito que colonizó los tejidos del pez post 

mórtem y que se trata de una infección primaria, no secundaria, a otros 

procesos infecciosos o parasitarios (Aller Gancedo, 1988b). Una pequeña 

porción del micelio de la lesión cutánea, depositado en una placa de Petri con 

agua destilada estéril a 10 ºC durante 48 h, permite visualizar la morfología de 

los zoosporangios y, mediante microscopía de contraste de fases del fondo de 

la placa, detectar los quistes secundarios con los filamentos largos y 

germinación indirecta característicos de Saprolegnia parasitica (Willoughby, 

1985). El aislamiento de Saprolegnia spp. puede realizarse en agar harina de 

maíz, agar glucosa-peptona y en agua destilada o de río con semillas de 

cáñamo. 

La formalina, cloruro sódico, permanganato potásico, peróxido de 

hidrógeno, ácido acético, sulfato de cobre y bronopol, son los productos más 

utilizados en el tratamiento de la enfermedad. No existen vacunas, y en la 
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prevención es muy importante evitar todos los factores que predisponen a la 

aparición de la enfermedad. 

La presente memoria de tesis doctoral consta de un capítulo en el que se 

describen los objetivos, otro sobre los materiales y métodos comunes 

empleados en los diferentes experimentos, y cuatro capítulos específicos 

dedicados a caracterizar la flora bacteriana cutánea de la trucha y a estudiar su 

posible utilidad en el control biológico de la saprolegniosis, cada uno de los 

cuales incluye su respectiva revisión bibliográfica, material y métodos, 

resultados y discusión. 
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La saprolegniosis es una enfermedad frecuente en los salmónidos salvajes 

y en los de cultivo en España y otros países. No hay estudios en los que se 

compare la flora bacteriana cutánea de los peces sanos con la de los enfermos. 

El conocimiento de esta flora es interesante por su posible implicación en el 

desarrollo de la saprolegniosis, así como por la utilidad que pudieran tener las 

bacterias que la componen en el control de la infección por Saprolegnia 

parasitica. 

Los distintos compuestos utilizados para el tratamiento de la saprolegniosis 

tienen, en mayor o menor grado, ciertos inconvenientes. Algunos autores han 

descrito que determinadas bacterias aisladas de la piel de peces o del agua 

tienen acción inhibitoria frente a Saprolegnia spp. Se ha sugerido la posible 

utilidad de estas bacterias anti-Saprolegnia o de sus productos en la lucha 

biológica frente a la saprolegniosis, lo que evitaría o reduciría el uso de 

productos químicos, cuya mala utilización en piscifactorías puede tener 

repercusiones en el piscicultor, el consumidor y el medio ambiente. 

Para que la aplicación de la lucha biológica sea una realidad se necesitan 

más estudios. Se desconoce cuales son las bacterias con acción anti-

Saprolegnia que pudieran estar presentes en las truchas de nuestro área 

geográfica, así como su posible utilidad en la lucha frente a la saprolegniosis de 

los salmónidos. 

La búsqueda de bacterias cutáneas con utilidad potencial para la lucha 

biológica se desarrolla en varias etapas, de las que citamos algunas de ellas. 

En primer lugar deberán aislarse las bacterias de la piel del pez. Se efectuarán 

pruebas in vitro para comprobar la capacidad inhibitoria de estas bacterias 

frente al agente patógeno, aunque éstas pruebas no predicen exactamente el 

efecto que tendrán las bacterias in vivo. Se comprobará que las bacterias no 

son patógenas para los peces. Se estudiarán otras propiedades de las 

bacterias que pueden ser indicativas de su actividad in vivo, como la capacidad 

de adherirse a la superficie cutánea del hospedador, que es donde actúa 

Saprolegnia parasitica, así como la capacidad de la bacteria para reducir la 

adhesión de este organismo. Finalmente deberá confirmarse la eficacia de las 
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bacterias mediante pruebas in vivo con peces sometidos a la infección 

experimental con S. parasitica. 

Por todo lo dicho anteriormente, se planteó la realización del presente 

trabajo de tesis doctoral con los siguientes objetivos: 

1. Aislamiento de las bacterias predominantes en la flora bacteriana 

cutánea de trucha común (de peces sanos y con saprolegniosis) y de trucha 

arcoíris, procedentes de ríos y piscifactorías de la provincia León. 

2. Comprobación de la capacidad de las bacterias cutáneas de inhibir in 

vitro el crecimiento de Saprolegnia parasitica. 

3. Confirmación de la ausencia de patogenicidad en trucha arcoíris de las 

bacterias que presenten una mayor capacidad inhibitoria de Saprolegnia 

parasitica in vitro. 

4. Comprobación de la capacidad de adhesión in vitro al moco cutáneo de 

trucha de las bacterias con mayor actividad frente a Saprolegnia parasitica, así 

como su capacidad para impedir o dificultar la adhesión de S. parasitica al 

moco cutáneo. 
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3.1. INTRODUCCIÓN 

En este capítulo se describen los materiales y métodos que son comunes 

a toda la parte experimental de la tesis, y que hacen referencia a diferentes 

tipos de cultivo utilizados para Saprolegnia spp. y a las técnicas 

bacteriológicas. En los capítulos posteriores se describirán los materiales y 

métodos específicos de cada uno de ellos. 

3.2. MATERIAL Y MÉTODOS PARA Saprolegnia spp. 

3.2.1. Medios de cultivo 

3.2.1.1. Cultivos en cañamón 

Se utilizaron para la identificación de los aislados de Saprolegnia, la 

producción de zoosporas, las pruebas de inhibición de Saprolegnia parasitica y 

las pruebas de adhesión al moco cutáneo de trucha. 

Las semillas de cáñamo (Cannabis sativa) se cortaron en dos mitades y se 

esterilizaron a 121 ºC durante 15 minutos, desechándose las que perdieron la 

testa. Para los estudios morfológicos y la producción de zoosporas y quistes, 

los cañamones estériles se depositaron sobre agar glucosa-peptona en placas 

de Petri en las que crecía el aislado de Saprolegnia. Los cañamones, tras ser 

colonizados, se trasplantaron a placas de Petri con 20 ml de agua de río 

previamente filtrada con papel común de laboratorio y esterilizada (agua RFE). 

Estos cultivos en medio líquido favorecen la producción de zoosporangios y 

oogonios, puesto que Saprolegnia spp. no desarrolla la totalidad de sus 

estructuras reproductoras cuando crece sobre la superficie del agar, mientras 

que puede completar con facilidad su ciclo biológico cuando crece sobre un 

soporte rico en nutrientes suspendidos en el agua (Willoughby, 1994). 

3.2.1.2. Cultivos en agar glucosa-peptona (agar GP) 

Se utilizaron para el aislamiento de Saprolegnia parasitica de las truchas, 

la colonización de los cañamones por S. parasitica, las pruebas de inhibición y 

la conservación de los aislados de S. parasitica. 
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La composición del agar GP es la siguiente: agar 20 g l-1, glucosa 3 g l-1, 

peptona 1 g l-1, MgSO4 7 H2O  0,128 g l-1, KH2PO4  0,0136 g l-1, Ca 8 mg l-1, Fe 

0,5 mg l-1, Mn 0,5 mg l-1, Cu 0,1 mg l-1 y Zn 0,1 mg l-1 (Willoughby, 1994). Para 

el aislamiento de Saprolegnia parasitica de las truchas enfermas se añadieron 

0,2 mg ml-1 de cloranfenicol (Sigma) para dificultar el crecimiento de bacterias. 

3.2.2. Aislamiento e identificación de Saprolegnia parasitica 

Los aislados de Saprolegnia se obtuvieron a partir de truchas comunes 

(Salmo trutta L.) enfermas de saprolegniosis procedentes del Centro Piscícola 

de Vegas del Condado (Junta de Castilla y León). Tras su captura, las truchas 

eran introducidas individualmente en bolsas de plástico con agua del estanque 

a la que se inyectaba oxígeno utilizando una botella de 5 L y 200 bar de presión 

(SEO S.A.) dotada de un reductor caudalímetro (SEO, modelo Minibloc 56) 

para regular y medir el caudal. Este procedimiento aseguraba la llegada de las 

truchas vivas al laboratorio. 

El aislamiento de Saprolegnia se realizó a partir de un mechón de micelio 

de una de las lesiones, que se lavó varias veces con agua destilada estéril para 

reducir la contaminación bacteriana y que se sembró en agar GP con 

cloranfenicol. Para la obtención de cultivos de Saprolegnia totalmente libres de 

bacterias se realizaron varios pases en agar GP con cloranfenicol. 

La presencia de Saprolegnia en las lesiones se comprobó por medio de la 

observación microscópica de una preparación realizada con un mechón del 

micelio y lactofenol azul de algodón, lo que permite ver la morfología de las 

hifas y de los zoosporangios. 

Para confirmar la presencia de Saprolegnia parasitica se utilizó el método 

descrito por Willoughby (1985). Con este fin se recogió un pequeño trozo de 

micelio de una de las lesiones, se lavó tres veces en agua destilada estéril y se 

depositó en una placa de Petri con 20 ml de agua RFE. Seguidamente se 

incubó a 10 ºC en una estufa refrigerada (Memmert ICP 600) durante 48 horas, 

tras lo cual se examinó el fondo de la placa para comprobar la existencia de 

quistes con filamentos largos y germinación indirecta, característicos de S. 

parasitica. Para ello se eliminó el agua de la placa, se colocaron varios 
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cubreobjetos sobre la fina película de agua que quedaba en el fondo y se 

examinó mediante microscopía de contraste de fases a 400 x con un 

microscopio Nikon Optiphot-2. 

La identificación de la especie de Saprolegnia se basó en los criterios 

morfológicos clásicos (Seymour, 1970; Willoughby, 1978). Con este fin se 

prepararon cuatro placas de Petri con 20 ml de agua RFE y un cañamón 

colonizado por el aislado de Saprolegnia, incubándose dos placas a 20 ºC y las 

otras dos a 7 ºC, ya que algunos aislados de Saprolegnia sólo producen 

oogonios a temperaturas bajas (Willoughby, 1978, Diéguez-Uribeondo y col., 

2007). Las placas fueron examinadas periódicamente con una lupa 

estereoscópica (Kiowa SD-2PL) para comprobar la presencia de oogonios. Si 

éstos se desarrollaban, se estudiaba su morfología al microscopio óptico. Las 

placas a 20 °C y 7 ºC se incubaron durante 3 y 8 semanas respectivamente. En 

los aislados que no desarrollaron oogonios se comprobó si reunían las 

características de Saprolegnia parasitica, básicamente la presencia de 

filamentos largos en los quistes secundarios y la capacidad para germinar de 

forma indirecta. 

3.2.3. Conservación de Saprolegnia parasitica 

Se utilizaron frascos de vidrio tipo McCartney de 28 ml de capacidad, 

cuello ancho y tapón de rosca, empleando como medio de cultivo 20 ml de 

agua destilada y una semilla de cáñamo, lo que permite la conservación de los 

aislados de Saprolegnia durante bastantes años (Aller Gancedo y col., 1999). 

Para la conservación a corto plazo y resiembras frecuentes también se usó 

agar GP en plano inclinado en estos frascos. En ambos casos la siembra se 

realizó con un inóculo de agar (3-5 mm de lado) recortado de la periferia de una 

colonia en crecimiento en una placa de agar GP. Los frascos se incubaron a  

20 ºC hasta que el micelio de Saprolegnia parasitica invadía gran parte de la 

superficie del agar en los frascos con medio inclinado o hasta que ocupaba la 

mitad del volumen de los frascos con agua. A partir de este momento fueron 

mantenidos a temperatura de refrigeración (4-7 ºC). 
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Fig. 3.1. Siembra por 
agotamiento. Cultivo de 
Pseudomonas sp. en agar 
TSA, 3 días a 20 ºC. 

3.3. MÉTODOS BACTERIOLÓGICOS 

3.3.1. Medios de cultivo 

Para el aislamiento de bacterias de la piel de 

trucha común y trucha arcoíris se utilizaron como 

medios de cultivo agar soja triptona (TSA; 

Cultimed) y agar sangre (TSA con un 5% de 

sangre de cordero de Biomerieux), utilizando la 

metodología descrita en el apartado 4.3.2. Las 

resiembras posteriores se realizaron en placas de 

Petri con TSA mediante siembra por agotamiento 

para obtener colonias aisladas (fig. 3.1). En todos 

los casos los medios de cultivo se incubaron a   

20 ºC durante 3 días. 

3.3.2. Conservación de las bacterias 

Las bacterias se conservaron en caldo soja triptona (TSB; Cultimed) con 

un 30% de glicerol, manteniéndose a −80 ºC. Para ello se inoculó una sola 

colonia en un frasco con 3 ml de TSB que se incubó toda la noche a 20 ºC. 

Después se centrifugó a 3000 × g durante 10 minutos y se eliminó el medio de 

cultivo. Las bacterias se resuspendieron en TSB al que se añadió un 30% de 

glicerol. Alícuotas de 1 ml de esta suspensión bacteriana se distribuyeron en 

crioviales de 2 ml (Sterilin) y se guardaron en cajas específicas para 

crioconservación (Nalgene®). 

3.3.3. Curvas de crecimiento 

Las curvas de crecimiento se utilizaron para las pruebas de inhibición de 

las bacterias frente a Saprolegnia parasitica, con el objeto de que las 

suspensiones bacterianas estuviesen en su fase exponencial de crecimiento. 

Para ello se prepararon preinóculos de las bacterias en frascos con 3 ml de 

TSB y se dejaron incubar toda la noche a 20 ºC. Después, 500 µl de este caldo 

fueron inoculados en 25 ml de TSB y se incubaron en un agitador orbital 

innova® 44 (New Brunswick Scientific) a 20 ºC y 200 rpm. Se siguió la 
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evolución de la turbidez del cultivo a diferentes tiempos durante los días 

necesarios para cada especie bacteriana, midiendo la densidad óptica (D.O.) a 

540 nm con un espectrofotómetro Synergy HT (BIO-TEK). La representación 

gráfica de la D.O. a lo largo del tiempo permitió construir la curva de 

crecimiento. Al mismo tiempo se confeccionó una recta patrón realizando 

recuentos, en una cámara de Neubauer (Albert Sass, Alemania), de 

suspensiones bacterianas con D.O. conocida. Con esta recta, se pudo calcular 

por extrapolación la concentración de bacterias que correspondían a los 

valores de D.O. obtenidos en las lecturas del espectrofotómetro. 

3.3.4. Recuentos bacterianos 

Para el cálculo del número de bacterias existentes en las suspensiones 

bacterianas se emplearon tres métodos. 

3.3.4.1. Recuentos en cámara 

Se utilizó en las pruebas de inhibición in vitro y de patogenicidad de las 

bacterias (capítulos 5 y 6) tanto para conocer el número de bacterias 

correspondiente a una densidad óptica 

determinada como para calcular 

directamente la concentración de bacterias. 

Para ello se utilizó una cámara de 

Neubauer (Albert Sass, Alemania) con un 

retículo de 0,00025 mm3 (fig. 3.2). La 

concentración de bacterias se calculó 

mediante la media aritmética de los 

recuentos obtenidos de tres muestras 

distintas. 

 

3.3.4.2. Medición de la densidad óptica 

Se empleó en las pruebas de inhibición in vitro (capítulo 5), ya que debido 

a la elevada cantidad de aislados bacterianos que se iban a probar resultaba 

más rápido y práctico. Durante la realización de la curva de crecimiento se 

Fig. 3.2. Recuento en cámara 
de Neubauer: vista de un 
cuadrado grande con células 
de Aeromonas sp. (200 ×). 

 



Material y métodos generales 

32 

 

habían efectuado recuentos en cámara que se correspondían con una 

determinada densidad óptica a 540 nm. Por tanto, midiendo esta densidad 

óptica en el momento de realizar las pruebas con la suspensión bacteriana, se 

pudo determinar la concentración de bacterias. 

3.3.4.3. Recuentos en placa 

Se utilizó en las pruebas de adhesión al moco cutáneo de trucha (capítulo 

7), ya que debido al diseño del experimento se consideró lo más adecuado. Se 

realizaron diluciones seriadas 1/10 de la suspensión bacteriana en caldo TSB y 

se sembraron 100 µl de cada dilución en placas de Petri con agar TSA por 

duplicado, extendiendo la suspensión con una varilla de vidrio acodada        

(fig. 3.3). Las placas se incubaron el tiempo mínimo para que las colonias 

pudieran ser observadas (24 h a 25 ºC aproximadamente). Mediante el 

recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC) en cada dilución, que 

se multiplicó por el factor de dilución, se pudo conocer la cantidad de bacterias 

en la dilución inicial, que se conservó a 4 ºC hasta su utilización. 

 

 

Fig. 3.3. Recuento en placa. 
Siembra en agar TSA para 
determinar el número de unidades 
formadoras de colonias. 
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Flora bacteriana cutánea de trucha común y arcoíris 

35 

 

4.1. INTRODUCCIÓN 

La literatura científica sobre la flora bacteriana cutánea de diversas 

especies de peces es abundante, pero ningún trabajo investiga la relación de 

esta flora con la presencia de saprolegniosis. Consideramos que su estudio 

sería interesante en peces que padecen la enfermedad respecto a la búsqueda 

de bacterias con poder inhibitorio frente a Saprolegnia parasitica. En este 

sentido se planteó el estudio cuantitativo y cualitativo de las especies 

bacterianas que forman la flora cutánea de la trucha común (Salmo trutta), 

relacionando las variaciones en la flora con factores como la presencia o 

ausencia de la enfermedad, el hábitat de la trucha y la estación del año. 

Igualmente se planteó un estudio más reducido respecto a la flora bacteriana 

cutánea de la trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 

Los objetivos concretos del estudio fueron los siguientes: 

1. Obtener información sobre la composición de la flora cutánea 

predominante en trucha común y trucha arcoíris, tanto de individuos sanos 

como enfermos de saprolegniosis. 

2. Búsqueda de posibles relaciones entre la composición de la flora 

cutánea en trucha común y los factores relacionados con la saprolegniosis. 

3. Obtención de bacterias de la flora cutánea con potencial efecto 

inhibitorio frente a Saprolegnia parasitica. 

4.2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

Las bacterias presentes en la piel de los peces afectados por Saprolegnia 

parasitica podrían tener importancia en el desarrollo de la enfermedad, incluso 

protegiéndolos de la infección (Petersen y col., 1994). Por tanto, el estudio de 

la flora cutánea de las zonas donde se asienta la infección podría proporcionar 

bacterias útiles en el control biológico de la enfermedad, como ya han realizado 

varios autores con respecto a otras enfermedades de peces y anfibios 

(Spanggaard y col., 2001; Hjelm y col., 2004; Silva y col., 2005; Harris y col., 
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2006; Goldschmidt-Clermont y col., 2008; Aly y col., 2008; Fjellheim y col., 

2010; Ran y col., 2012). 

La población de los microorganismos presentes en la piel, branquias, 

intestino y ambiente de los peces, también ha sido analizada con la intención 

de estudiar los factores relacionados con el deterioro del pescado o la 

presencia de agentes patógenos (De León Fajardo y Marth, 1979; Abo-Elnaga, 

1980; Olayemi y col., 1991; Acuff y col., 1984; González y col., 1999 y 2000; de 

Sousa y Silva-Souza, 2001). Algunos trabajos se han centrado en la influencia 

que puede tener el medio ambiente sobre la flora (Horsley, 1973; Nieto y col., 

1984; Nedoluha y Westhoff, 1997; Diler y col., 2000; Izvekova y col., 2007) o en 

las variaciones estacionales de la misma motivadas principalmente por los 

cambios de temperatura (Georgala, 1958; Austin, 1983; Al-Harbi y Uddin, 

2004). Otros estudios se han limitado a la búsqueda de grupos de 

microorganismos específicos (González y col., 2001). Algunos autores han 

relacionado la flora cutánea con una determinada enfermedad, como Nilsen y 

col. (2005) que estudiaron las variaciones en la flora del salmón y el bacalao en 

relación con con un síndrome que se caracteriza por la aparición de úlceras 

cutáneas durante el invierno y cuyo agente etiológico es Moritella viscosa. 

La importancia de conocer el número y tipo de microorganismos presentes 

en la piel de los peces, en relación con su receptividad a la infección por 

Saprolegnia parasitica, ha sido señalada por Petersen y col. (1994). Sin 

embargo, hasta donde nosotros conocemos, sólo existe una comunicación a un 

congreso (Viljamma y col. 2005) en la que se vincula la presencia de la 

saprolegniosis con los microorganismos de la flora cutánea, de modo que en 

piscifactorías donde existía o había existido la enfermedad se aislaban con 

frecuencia bacterias del género Iodobacter. 

En los estudios sobre la flora cutánea de peces se han empleado diversas 

técnicas de recogida de muestras, lo que hace difícil la comparación de unos 

con otros. Algunos autores utilizaron hisopos de algodón (Olayemi y col., 1991) 

o de alginato (Horsley, 1973; Nedoluha y Westhoff, 1997). Otros autores 

optaron por realizar una biopsia de un área determinada de piel, 

homogeneizándola bien manualmente en un mortero (Abo-Elnaga, 1980), 
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agitando las muestras con arena (Georgala, 1958) o mediante aparatos tipo 

Stomacher (Acuff y col., 1984) y Ultra Turrax (Spanggaard y col., 2001). 

González y col. (1999 y 2000) utilizaron un cilindro de metal raspando los      

6,5 cm2 de piel que éste delimitaba. Nilsen y col. (2005) optaron por frotar 

directamente la piel sobre una placa con agar. Incluso se han comparado 

diversos métodos de recogida de muestras, encontrándose diferencias 

importantes en los recuentos bacterianos obtenidos (Nedoluha y col., 2001). 

El tiempo que transcurre entre la recogida de los peces y la obtención de la 

muestra es importante para obtener unos resultados fiables. La mayoría de 

autores transportan los peces al laboratorio una vez sacrificados. Los medios 

de cultivo utilizados y las condiciones de cultivo también varían de unos 

estudios a otros, dependiendo del tipo de microorganismos que se busque en 

cada uno de ellos. Así, la mayoría utilizan medios generales como el agar 

triptona o tripticasa soja (Acuff y col., 1984; Nieto y col., 1984; González y col., 

1999; de Sousa y Silva-Souza, 2001), estos mismos medios con adición de 

NaCl (Al-Harbi y Uddin, 2004), “Plate Count Agar” con triptona, dextrosa y 

extracto de levadura (de León Fajardo y Marth, 1979; Nedoluha y Westhoff, 

1997) o agar sangre (Nilsen y col., 2005). Los cultivos en anaerobiosis se 

utilizan con mayor frecuencia en los estudios de la flora intestinal que en la 

cutánea, ya que en la piel la flora esperada es aerobia (Horsley, 1973). 

También se emplean métodos de biología molecular, que no necesitan del 

cultivo de las bacterias, lo que posibilita la detección de las que no son 

cultivables y por tanto no pueden obtenerse por métodos tradicionales (Huber y 

col., 2004; Romero y Navarrete, 2006). De hecho, algunos autores han 

comparado los resultados obtenidos utilizando ambos métodos (Spanggaard y 

col., 2000; Pond y col., 2006; Hovda y col., 2007). 

En cuanto al procedimiento para seleccionar las colonias bacterianas, 

previamente a su purificación e identificación con el fin de obtener la 

composición cualitativa de la flora, algunos autores han optado por hacerlo al 

azar, lo cual evita cualquier sesgo causado por la subjetividad (Georgala, 1958; 

Horsley, 1973; de León Fajardo y Marth, 1979; Nedoluha y Westhoff, 1997; 

González y col., 1999 y 2000). Otros, sin embargo, eligen las colonias más 

representativas según la morfología de las mismas (Acuff y col., 1984; Nieto y 
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col., 1984; Olayemi y col., 1991; de Sousa y Silva-Souza, 2001; Al Harbi y 

Uddin, 2005). 

La identificación de las bacterias que componen la flora se ha realizado 

durante mucho tiempo con métodos tradicionales, como son la tinción Gram y 

pruebas bioquímicas (Georgala, 1958; Horsley, 1973; de León Fajardo y Marth, 

1979; Nieto y col., 1984; Olayemi y col., 1991; González y col., 1999 y 2000; de 

Sousa y Silva-Souza, 2001; Al Harbi y Uddin, 2005). También se han utilizado 

galerías comerciales de identificación (de Sousa y Silva-Souza, 2001; Al Harbi 

y Uddin, 2005), pero éstas son poco adecuadas para identificar bacterias 

ambientales por tener un número limitado de especies en las bases de datos 

(Bosshard y col., 2006; Austin y Austin, 2007). Otro método que ha sido 

empleado son las pruebas comerciales basadas en la cromatografía gaseosa 

de ácidos grasos bacterianos (Nedoluha y Westhoff, 1997). Los estudios más 

recientes prefieren utilizar la secuenciación del gen 16S del ARN ribosómico 

(Spaangard y col., 2000; Jensen y col., 2002; Huber y col., 2004; Romero y 

Navarrete, 2006; Skrodenyte-Arbaciuskiene y col., 2006; Kim y col., 2007; 

Smith y col., 2007; Yang y col., 2007), que tiene la ventaja de ser más preciso 

en la identificación y menos ambiguo, en general, que las pruebas bioquímicas 

(Bosshard y col., 2006). 

4.3. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.3.1. Peces y lugares de muestreo 

Se recogió trucha común (Salmo trutta) en tres lugares de la provincia de 

León: a) río Porma, donde han existido brotes de saprolegniosis desde hace 

años; b) río Omaña, donde muy raramente se han encontrado truchas con esta 

enfermedad; y c) Centro Piscícola de Vegas del Condado (Junta de Castilla y 

León), que se abastece de agua del río Porma y donde suelen verse truchas 

infectadas por Saprolegnia parasitica (fig. 4.1). En cada lugar se recogieron 

entre 6 y 8 truchas adultas sanas (28,8  7,4 cm, 329  294 g), y con 

saprolegniosis cuando las había, con una periodicidad estacional, comenzando 

en abril del 2006 y finalizando en enero del 2007. Se intentó seleccionar el 

mismo número de machos que de hembras. La temperatura del agua en cada 
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punto de muestreo varió entre 6 ºC en invierno y 11,5 ºC en otoño en el río 

Porma, entre 4 ºC en invierno y 13 ºC en verano en el río Omaña y entre 6 ºC 

en invierno y 11 ºC en verano en el Centro Piscícola. El número total de truchas 

recogidas fue de 96 (78 sanas y 18 enfermas de saprolegniosis). Se realizó un 

muestreo adicional de 6 truchas comunes con saprolegniosis (28,1 ± 6,2 cm, 

271,8 ± 197,7 g) en el Centro Piscícola de Vegas del Condado, en enero de 

2008 (temperatura del agua 7 ºC), para disponer de un mayor número de 

muestras de piel sana de truchas con saprolegniosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.1. Localización geográfica de los puntos de muestreo de trucha común en el 
río Omaña (El Castillo), río Porma (entre Cerezales y Castrillo del Condado) y 
Centro Piscícola (Vegas del Condado), y de trucha arcoíris de piscifactorías situadas 
en el río Duerna (Velilla de la Valduerna), río Órbigo (Villanueva de Carrizo) y río 
Porma (Castrillo del Condado). 

También se recogió trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) en tres 

piscifactorías comerciales de la provincia de León: a) Piscifactoría Villanueva, 

situada junto al río Órbigo en Villanueva de Carrizo; b) Piscifactoría Los 

Leoneses, situada junto al río Porma en Castrillo del Condado; y c) Piscifactoría 

Las Zayas, situada junto al río Duerna en Velilla de la Valduerna (fig. 4.1). En 

todos los casos fueron hembras adultas y sanas (30,6 ± 1,5 cm, 311 ± 55,6 g) 

que se recogieron entre diciembre de 2007 y enero de 2008 (temperatura del 

agua de 3,5 ºC, 4,5 ºC y 6 ºC en las piscifactorías del Órbigo, Porma y Duerna, 
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respectivamente). El número total de truchas arcoíris analizadas fue de 14 (4 

de la piscifactoría del Órbigo, 4 de la del Porma y 6 de la del Duerna). 

La captura de las truchas en los ríos se realizó con la colaboración del 

personal de la Sección de Vida Silvestre II (Pesca) de León, perteneciente al 

Servicio Territorial de Medio Ambiente de la Junta de Castilla y León, utilizando 

un equipo de pesca eléctrica propiedad de dicho Servicio Territorial. Tras su 

captura, las truchas eran introducidas individualmente en bolsas de plástico con 

agua de río a la que se inyectaba oxígeno. Este sistema de transporte 

aseguraba la llegada de las truchas vivas al laboratorio. 

4.3.2. Toma de muestras cutáneas y aislamiento de bacterias 

Una vez en el laboratorio, las truchas fueron sacrificadas mediante 

contusión en la cabeza siempre dentro de las dos horas siguientes a su 

captura. A continuación se lavó suavemente la superficie cutánea con agua 

destilada estéril tratando de reducir las bacterias contaminantes procedentes 

del ambiente. La muestra se recogió por encima de la línea lateral, entre la 

cabeza y la aleta dorsal, en las truchas sanas (fig. 4.2 a 4.4), y de una de las 

lesiones en las afectadas de saprolegniosis. Además, en las truchas con 

saprolegniosis recogidas en el Centro Piscícola en enero de 2007 y enero de 

2008, se muestreó también una zona de piel sana. Para la obtención de la 

muestra se situó sobre la piel un sacabocados de 16 mm de diámetro, que 

delimitaba un área de 2 cm2 que se sometió a un intenso raspado con una 

espátula metálica previa adición de 1 ml de PBS (8mM Na2HPO4, 1,5 mM 

KH2PO4, 2,5 mM KCl y 138mM NaCl) como diluyente (fig. 4.2). La suspensión 

así formada se retiraba con una pipeta Pasteur (fig. 4.3), realizándose 

diluciones seriadas 1/5 para las muestras de piel sana y 1/10 para las de 

lesiones. Una alícuota de 100 µl de la suspensión inicial y de tres diluciones de 

las muestras de piel sana y de ocho de las de lesiones, se extendió en placas 

de Petri con agar TSA y con agar sangre. Las placas se incubaron a 20 ºC 

durante 7 días (fig. 4.5 a 4.7), tras los cuales se hicieron los recuentos de las 

unidades formadoras de colonias (UFC) preferentemente en las placas con 30-

300 colonias, lo que no siempre fue posible debido al escaso crecimiento 

bacteriano de las muestras de piel sana. Las UFC/cm2 se calcularon a partir del 
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número medio de colonias obtenido en los dos medios de cultivo empleados, 

ya que no hubo diferencias significativas entre ambos (ANOVA, P>0,05). Las 

colonias más abundantes se seleccionaron por su morfología, preferentemente 

de las placas con 30-300 colonias, resembrándose repetidamente en agar TSA 

hasta obtener cultivos puros. Estas bacterias se conservaron a −80 ºC en caldo 

TSB con un 30% de glicerol (v/v). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.2 a 4.4. Obtención de la muestra cutánea en una trucha arcoíris. 4.2. Raspado 
de la superficie cutánea delimitada por un sacabocados de 16 mm de diámetro, tras 
haber añadido 1 ml de PBS. 4.3. Recogida de la suspensión formada tras el 
raspado. 4.4. Aspecto de la superficie cutánea después de obtener la muestra 
(flecha). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.5 a 4.7. Cultivos de raspados cutáneos de trucha en TSA a 20 ºC. 4.5. Cultivo 
de 3 días de una trucha arcoíris sana. 4.6. Cultivo de 7 días de una trucha común 
sana procedente de un estanque tratado con desinfectantes. 4.7. Cultivo de 3 días 
de una lesión de saprolegniosis de una trucha común. 
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4.3.3. Identificación de las bacterias con pruebas tradicionales 

La identificación de las bacterias con técnicas tradicionales se basó en las 

pruebas siguientes: morfología y pigmentación de la colonia; tinción de Gram y 

reacción con KOH al 3%; motilidad en caldo nutritivo (Scharlau); actividad 

catalasa en 3% (v/v) de agua oxigenada; actividad oxidasa (Pathotec® 

Cytochrome oxidase, Remel); hemólisis en agar sangre; metabolismo oxidativo 

o fermentativo (Bacto O/F basal medium [Difco] con 1% p/v de glucosa); 

crecimiento en agar McConkey (Difco); sensibilidad al agente vibriostático 

0/129 (Oxoid) (para bacilos Gram-negativos y oxidasa positivos); y test Klieger 

(en tubos con 5 ml de medio Klieger y sólo para géneros de la familia 

Enterobacteriae). Además, con 50 bacterias Gram-negativas se utilizaron 

galerías comerciales de identificación API20 E y API20 NE (Biomerieux®), de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante, realizándose la interpretación de 

los resultados a las 48 horas de incubación utilizando el programa informático 

APILAB Plus versión 3.2.2. 

4.3.4. Identificación de las bacterias con pruebas moleculares 

Una colonia de cada aislado bacteriano puro fue inoculada en frascos con 

3 ml de caldo TSB incubándose durante 24 h a temperatura de laboratorio. 

Tras centrifugar a 3000 × g durante 10 min el ADN de las bacterias se extrajo 

utilizando un kit de extracción (Qiagen, Crawley, UK), siguiendo las 

indicaciones del fabricante. 

Para amplificar un fragmento del gen 16S rRNA se utilizaron los cebadores 

bacterianos universales 27F (5´-AGAGTTTGATC(A:C)TGGCTCAG-3´) y 1492R 

(5´-TACGG(C:T)TACCTTGTTACGACTT-3´) (Invitrogen). Para los aislados 

bacterianos identificados como Pseudomonas por el método tradicional, se 

utilizaron los cebadores fPs16S (5´-ACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG-3´) y 

rPs23S (5´-ACCGTATGCGCTTCTTC ACTTGACC-3´) (Invitrogen) para la 

identificación de la especie, de modo que también se amplificó un fragmento 

del gen 23S rRNA (Locatelli y col., 2002). La mezcla de la reacción en cadena 

de la polimerasa contenía 0,22 mM de cada desoxinucleotido trifosfato, 1 U Taq 

DNA polymerase (Invitrogen), 1× polymerase reaction buffer (Invitrogen),     
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1,65 mM MgCl2, 12,5 pM de cada cebador y 10 μl de ADN (≈1 ng), en un 

volumen total de 60 μl. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 3 min 

de desnaturalización inicial a 95 ºC, seguida por 35 ciclos de desnaturalización 

durante 1 min a 95 ºC, anillamiento durante 1 min a 56 ºC, y extensión durante 

2 min a 72 ºC. Después se efectuó una extensión final durante 10 min a 72 ºC. 

En cada reacción de PCR se incluyeron testigos negativos reemplazando el 

ADN por agua destilada estéril. Los productos de la amplificación se analizaron 

en un gel de agarosa (Pronadisa) al 1% (p/v) en TBE (Tris-boric-EDTA,     

0,089 M Tris, 0,089 M ácido bórico y 0,0025 M EDTA) con 100 ppm de 

GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain (Biotium), mediante electroforesis a 100 V 

durante 45 min utilizando una fuente EPS 200 (Pharmacia Biotech) y 

visualizándose las bandas obtenidas con ayuda de un transiluminador de luz 

ultravioleta (UV Transilluminator 2000). Los productos de la PCR fueron 

purificados con un Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Las reacciones de secuenciación fueron realizadas mediante un 

DYEnamic ET dye terminator kit (Amersham Biosciences) seguido por la carga 

de las muestras en un secuenciador automático MegaBace500 (Amersham 

Biosciences) con los cebadores 27F (5´-AGAGTTTGATC(A:C)TGGCTCAG-3´) 

y 685R3 (5´-TCTACGCATTTC ACCGCTAC-3´) (Invitrogen), para todas las 

bacterias excepto las pertenecientes al género Pseudomonas, para las que se 

utilizaron los cebadores fPs16S (5´-ACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG-3´) y 

rPs23S (5´-ACCGTATGCGCTTCTTCA CTTGACC-3´) (Invitrogen). Los 

cromatogramas resultantes de las secuencias de ADN fueron examinados 

utilizando el programa informático Chromas Pro versión 2.13 y las secuencias 

directa e inversa se compararon y corrigieron utilizando el programa 

ContigExpress (Invitrogen). Después se cotejaron con secuencias conocidas 

contenidas en la base de datos del Genbank utilizando el algoritmo BLASTn en 

la página web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). El límite fijado 

para dar por exitosa una identificación como especie fue una identidad ≥98%. 

Si esto no era posible se aceptaba la identificación del género cuando la 

identidad era ≥95%. 
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Con un aislado de Aeromonas sp. se identificó posteriormente la especie 

mediante la secuenciación parcial del gen gyrB, por necesidades del estudio. 

4.3.5. Números de acceso a las secuencias de nucleótidos 

Las secuencias representativas de cada especie fueron depositadas en la 

base de datos del EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/Access/index.html) bajo 

los números de acceso FN908434 a FN908459. 

4.3.6. Aislamiento e identificación de Saprolegnia parasitica 

Se recogieron muestras del micelio de las lesiones de todas las truchas 

clínicamente enfermas de saprolegniosis para confirmar que el agente causal 

era Saprolegnia parasitica. Para ello se utilizaron las técnicas descritas en el 

apartado 3.2.2. Algunos de los aislados se guardaron en cepario tal como se 

describe en el apartado 3.2.3. 

4.3.7. Análisis estadístico 

Para determinar si las diferencias entre las medias o las medianas de los 

recuentos bacterianos (tras su transformación logarítmica) eran significativas 

(P<0,05) se utilizaron las pruebas estadísticas de Análisis de la Varianza 

(ANOVA) o Kruskal-Wallis (K-W) dependiendo del resultado de la prueba de 

Barlet de homogeneidad de las varianzas. Los cálculos estadísticos fueron 

realizados utilizando el programa informático Epi InfoIM versión 3.2.2 (Center for 

Diseases Control and Prevention). 

4.4. RESULTADOS 

4.4.1. Datos cuantitativos de la flora bacteriana cutánea 

Las medias de los recuentos bacterianos por cm2 de piel (UFC cm-2) de 

cada tipo de muestra están representadas en las figuras 4.8 a 4.11. 

4.4.1.1. Trucha común 

En las truchas sanas los recuentos bacterianos estuvieron comprendidos 

entre 2 × 101 y 6,4 × 103 UFC cm-2 (media geométrica 57,28). En las truchas 

http://www.ebi.ac.uk/embl/Access/index.html


Flora bacteriana cutánea de trucha común y arcoíris 

45 

 

* * * * 

con saprolegniosis los recuentos en la piel sana estuvieron entre 1,5 × 101 y  

1,9 × 103 UFC cm-2 (179,14) y en las lesiones entre 4,2 × 101 y 1,6 × 108     

UFC cm-2 (57 517,50). Existieron diferencias significativas entre los recuentos 

bacterianos de la piel sana y de las lesiones de saprolegniosis en las truchas 

enfermas (K-W, P0,001), pero no entre los recuentos de piel sana de truchas 

con la enfermedad y sin ella (K-W, P>0,05) (fig. 4.8). Los recuentos bacterianos 

de la piel de los machos no fueron significativamente diferentes de los de las 

hembras (ANOVA, P>0,05) ni en las truchas sanas ni en las enfermas (no se 

muestran los datos). En la piel de trucha común sana los recuentos bacterianos 

variaron significativamente entre las distintas estaciones y puntos de muestreo 

(K-W, P0,001 y ANOVA, P=0,0029 respectivamente), y las medias oscilaron 

entre 22,95 UFC cm-2 en otoño y 167,61 UFC cm-2 en primavera, y entre   

21,77 UFC cm-2 en el centro piscícola y 90,14 UFC cm-2 en el río Omaña. Por el 

contrario, los recuentos bacterianos en las lesiones de saprolegniosis en cada 

estación o lugar de muestreo no fueron diferentes (ANOVA, P>0,05) (fig. 4.9 y 

4.10). 

4.4.1.2. Trucha arcoíris 

Los recuentos bacterianos en la piel de trucha arcoíris sana oscilaron entre 

0,2 × 101 y 2 × 103 UFC cm-2 (media geométrica 49,40) (fig. 4.11). Se 

encontraron diferencias significativas (ANOVA, P0,005) entre los recuentos de 

cada una de las tres piscifactorías comerciales muestreadas, oscilando sus 

medias entre 12,25 UFC cm-2 en la piscifactoría ubicada en el río Porma y 

833,5 UFC cm-2 en la piscifactoría del río Órbigo (fig. 4.11). 
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Fig. 4.8 a 4.11. Número de bacterias (media + DE) presentes en la piel de trucha 
común y de trucha arcoíris en relación con los factores siguientes: 4.8. Especie y 
estado de la piel; 4.9. Estación del año; 4.10. Lugar de procedencia de la trucha 
común; 4.11. Piscifactoría de la trucha arcoíris. No hubo truchas con saprolegniosis 
en verano y tampoco en el río Omaña. Las medias significativamente diferentes del 
resto están marcadas con un asterisco. 

4.4.2. Datos cualitativos de la flora bacteriana cutánea 

Se seleccionaron 137 bacterias para su identificación, 119 obtenidas de 

trucha común y 18 de trucha arcoíris. 

De las 119 bacterias de trucha común, 61 procedían de truchas sanas y 58 

de truchas con saprolegniosis (13 de piel sana y 45 de lesiones). De estas 119 

bacterias en 61 se identificó correctamente el género con los métodos 

fenotípicos tradicionales. Respecto a las 50 bacterias Gram-negativas con las 

que se utilizaron las galerías API, en 15 se identificó correctamente la especie, 

en 16 el género y 19 no pudieron ser identificadas. Por el contrario las 119 

bacterias fueron identificadas utilizando la secuenciación del gen 16S ARNr (y 

23S en Pseudomonas spp.), en 71 la especie y en 48 el género. Además, por 

secuenciación parcial del gen gyr B una Aeromonas sp. se identificó como 

Aeromonas piscicola. Los resultados de las pruebas tradicionales, las galerías 

API y las pruebas moleculares fueron idénticos respecto a los géneros 

identificados. También hubo concordancia entre las galerías API y la 

4.8. 4.9. 

4.10. 4.11. 
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identificación molecular de la especie en todas las bacterias identificadas, 

excepto en dos, para las cuales se aceptó la identificación molecular por ser 

más fiable. 

Respecto a las 18 bacterias de trucha arcoíris seleccionados para su 

identificación, 8 procedían de la piscifactoría del Órbigo, 4 de la del Porma y 6 

de la del Duerna. En todas las bacterias se identificó el género mediante los 

métodos tradicionales y 9 de ellas también fueron identificadas mediante 

métodos moleculares (4 el género y 5 la especie), obteniéndose los mismos 

resultados con ambos métodos. 

Las especies identificadas en los diferentes tipos de muestra cutánea de 

trucha común y trucha arcoíris están representadas en el cuadro 4.1. Las 

especies aisladas con mayor frecuencia de la piel de trucha común sana fueron 

Iodobacter sp., Deefgea rivuli y Yersinia kristensenii (todos los aislados de 

Yersinia se obtuvieron en verano). En la trucha común con saprolegniosis las 

especies predominantes en la piel sana fueron Iodobacter sp. y Deefgea rivuli, 

y en las lesiones Iodobacter sp., Aeromonas sobria y Aeromonas sp. Respecto 

a las principales especies aisladas de trucha arcoíris, en la piscifactoría del 

Órbigo fueron Chryseobacterium sp. y Rhodococcus sp., y el resto bacilos 

Gram-positivos no identificados; en la piscifactoría del Porma Staphylococcus 

sp., Frigoribacterium sp. y Moraxella osloensis; y en la piscifactoría del Duerna 

Pseudomonas fluorescens y Staphylococcus sp., clasificándose el resto como 

bacilos Gram-negativos no identificados. 
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Cuadro 4.1. Identificación taxonómica de 137 aislados bacterianos obtenidos de la piel de 

trucha común sana, trucha común con saprolegniosis y trucha arcoíris sana. 

Bacteria 

Trucha 

común 

sana 

Trucha común 

con 

saprolegniosis 

Trucha 

arcoíris 

sana 

Total de 

aislados 
Piel 

sana 
Lesiones 

Achromobacter xylosoxidans 2 0 0 0 2 

Acinetobacter lwoffii 0 0 1 0 1 

Acinetobacter sp. 1 0 1 0 2 

Aeromonas piscicola 0 0 1 0 1 

Aeromonas popoffii 0 0 3 0 3 

Aeromonas salmonicida 0 0 3 0 3 

Aeromonas sobria 2 1 10 0 13 

Aeromonas sp. 0 1 6 0 7 

Bacilo Gram-negativo 0 0 0 1 1 

Bacilo Gram-positivo 0 0 0 1 1 

Brevundimonas nasdae 1 0 0 0 1 

Carnobacterium maltaromaticum 1 1 1 0 3 

Chryseobacterium sp. 3 0 0 6 9 

Deefgea rivuli 6 2 0 0 8 

Flavobacterium succinicans 1 0 0 0 1 

Flavobacterium sp. 1 1 1 0 3 

Frigoribacterium sp. 0 0 0 1 1 

Iodobacter fluviatilis 2 0 1 0 3 

Iodobacter sp. 9 2 11 0 22 

Janthinobacterium lividum 2 0 0 0 2 

Jantinobacterium sp. 1 0 0 0 1 

Kocuria rhizophila 2 0 0 0 2 

Kurthia zopfii 0 0 1 0 1 

Microbacterium foliorum 1 0 0 0 1 

Microbacterium hydrocarbonoxydans 1 0 0 0 1 

Microbacterium phyllosphaerae 1 0 0 0 1 

Microbacterium sp. 1 0 0 0 1 

Moraxella osloensis 0 0 0 1 1 

Pantoea agglomerans 3 0 0 0 3 

Plantibacter agrosticola 0 1 0 0 1 

Pseudomonas fluorescens 1 1 4 4 10 

Rhodococus fascians 1 0 0 0 1 

Rhodococcus sp. 2 1 0 1 4 

Serratia fonticola 2 0 0 0 2 

Staphylococcus pasteuri 1 1 0 0 2 

Staphylococcus sp. 3 1 1 3 8 

Xanthomonas retroflexus 1 0 0 0 1 

Yersinia enterocolitica 2 0 0 0 2 

Yersinia intermedia 2 0 0 0 2 

Yersinia kristensenii 5 0 0 0 5 

Total 61 13 45 18 137 
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Las especies bacterianas aisladas con mayor frecuencia de la piel de 

trucha común sana en cada estación y punto de muestreo se indican en el 

cuadro 4.2. En primavera, Yersinia enterocolitica, Iodobacter fluviatilis y 

Deefgea rivuli fueron las especies más frecuentemente aisladas en las truchas 

de los ríos Porma y Omaña, además de Rhodococcus sp. pero sólo en este 

último río; en las truchas del Centro Piscícola no hubo crecimiento bacteriano 

en esta estación. En verano predominaron los aislamientos de Iodobacter sp. y 

miembros de la familia Enterobacteriaceae, con la mayoría de estos últimos 

procedentes del río Omaña. En otoño destacó Staphylococcus sp., sobre todo 

en las truchas del río Omaña, mientras que en el Centro Piscícola fue Kocuria 

rhizopila. En invierno predominó Deefgea rivuli, que se aisló de los ríos Porma 

y Omaña, seguida por Iodobacter sp., Chryseobacterium sp. y 

Janthinobacterium lividum. 
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Las especies bacterianas aisladas de lesiones de saprolegniosis en cada 

estación y punto de muestreo se muestran en el cuadro 4.3. En primavera sólo 

se dispuso de truchas con saprolegniosis procedentes del Centro Piscícola, 

donde las bacterias más frecuentemente aisladas fueron, en este orden, 

Iodobacter sp., Aeromonas sobria y Aeromonas sp. En verano no se 

encontraron truchas con saprolegniosis en ninguno de los puntos de muestreo. 

En otoño las especies más frecuentemente aisladas fueron Aeromonas sobria 

en el Centro Piscícola y Aeromonas popoffii en el río Porma. En invierno 

Iodobacter sp. fue la que más se aisló, sobre todo en el Centro Piscícola, 

seguida por Pseudomonas fluorescens también más en este punto. En el río 

Omaña no se encontraron truchas con saprolegniosis en ninguna de las cuatro 

estaciones. 
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Cuadro 4.3. Número de aislados bacterianos de las especies más representativas obtenidas 

de las lesiones de saprolegniosis en trucha común, en las diferentes estaciones y puntos de 

muestreo. No se encontraron truchas con saprolegniosis en verano, ni en ninguna de las cuatro 

estaciones en el río Omaña. 

 

(1)
 CP: Centro Piscícola de Vegas del Condado 

(2)
 RP: Río Porma 
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4.4.3. Identificación de los aislados de Saprolegnia 

Todos los aislados de Saprolegnia presentaban las características 

morfológicas propias de Saprolegnia parasitica, entre ellas los quistes 

secundarios con filamentos largos y el predominio de la germinación indirecta. 

Ninguno de estos aislados de S. parasitica desarrolló oogonios en los cultivos 

realizados a 7 y 20 ºC. 

4.5. DISCUSIÓN 

La comparación de los diversos estudios realizados sobre la flora cutánea 

es compleja, ya que el número de bacterias encontradas está influenciado por 

factores como el método empleado para obtener la muestra y la capacidad de 

las bacterias de crecer en el medio de cultivo utilizado (Horsley, 1973; 

Spanggaard y col., 2000; Nedoluha y col., 2001; Huber y col., 2004; Romero y 

Navarrete, 2006). Sin embargo, se ha citado que los recuentos bacterianos en 

la piel de los peces generalmente oscilan entre 102 y 104 bacterias cm-2 (Austin, 

2006). En el presente trabajo, los recuentos de la flora bacteriana aerobia en la 

piel sana de trucha común y trucha arcoíris estuvieron por debajo de los 

encontrados por otros autores en diferentes especies de peces de agua dulce, 

comprendidos entre 102 y 105 UFC cm-2 (Horsley, 1973; Abo-Elnaga, 1980; 

Acuff y col., 1984; Nedoluha y Westhoff, 1997; Diler y col., 2000), e incluso por 

debajo de los recuentos obtenidos por González y col. (1999) en trucha común 

salvaje y trucha arcoíris de piscifactoría utilizando una técnica similar para la 

obtención de la muestra cutánea. La discrepancia con este autor puede 

deberse a diferencias con su técnica de muestreo (raspado de 6,5 cm2 y uso de 

agua de peptona como diluyente), a que transportaban las truchas muertas al 

laboratorio dentro de las 6 horas siguientes a su recogida (en nuestro caso se 

trasladaron vivas y se procesaron antes de 2 horas) y al medio de cultivo 

utilizado. 

Se encontró una alta variabilidad individual en los recuentos bacterianos, 

coincidiendo con lo observado por Spanggaard y col. (2000) y Huber y col. 

(2004), pero estos autores en el intestino de trucha arcoíris. En las lesiones de 

saprolegniosis los recuentos bacterianos, como era previsible, fueron mucho 
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mayores que los obtenidos en la piel sana (diferencias estadísticamente 

significativas). También se encontraron diferencias en los recuentos a lo largo 

de las estaciones del año en la piel de trucha común sana, pero no en las 

lesiones de saprolegniosis. Varios autores han descrito variaciones 

estacionales en los recuentos bacterianos principalmente relacionados con la 

temperatura del agua, siendo generalmente la flora más abundante con 

temperatura alta (Georgala, 1958; Austin, 1983; Al-Harbi y Uddin, 2004). En el 

presente trabajo los recuentos más altos se obtuvieron en primavera, a pesar 

de que la temperatura del agua no era la más alta, aunque otros factores 

ambientales pueden haber intervenido en este hecho. Los recuentos más bajos 

en otoño, estación en la que suelen aparecer las primeras truchas con 

saprolegniosis, junto a los recuentos mayores en el río Omaña en el que no se 

han encontrado truchas afectadas de esta enfermedad, lleva a pensar en la 

posibilidad de que pudiera existir una flora cutánea autóctona protectora frente 

a las infecciones por Saprolegnia parasitica. A este respecto, Nilsen y col. 

(2005) encontraron que el crecimiento bacteriano era más escaso en la piel 

sana de poblaciones de peces que posteriormente desarrollaban “úlcera de 

invierno” (enfermedad asociada con la bacteria Moritella viscosa) que en la piel 

de poblaciones que no la padecían. 

En las piscifactorías suelen utilizarse desinfectantes para controlar 

diversos agentes patógenos, pero estas sustancias pueden tener efectos 

adversos sobre la flora bacteriana cutánea. Esto podría explicar los recuentos 

más bajos observados en truchas comunes del Centro Piscícola, donde los 

tratamientos eran habituales, y también los recuentos más altos en trucha 

arcoíris de la piscifactoría del Órbigo, donde no se utilizaban tratamientos 

químicos. Además, la ausencia de crecimiento de bacterias en primavera a 

partir de la trucha común del Centro Piscícola probablemente fue causada por 

un tratamiento con formalina que había sido efectuado 24 horas antes de la 

recogida de las truchas. 

Existieron diferencias notables entre las bacterias aisladas con mayor 

frecuencia en la piel de trucha común sana y las procedentes de las lesiones 

de saprolegniosis. La menor variedad de especies en las lesiones podría ser 
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debido a la proliferación de bacterias de crecimiento más rápido y mayor 

capacidad invasiva. El género Iodobacter fue uno de los más frecuentemente 

obtenidos de la piel de trucha común, con una ligera mayor abundancia en piel 

sana que en lesiones de saprolegniosis. Sin embargo, el aislamiento de este 

género ha sido relacionado con la presencia de infecciones por Saprolegnia 

(Viljamaa y col., 2005). La razón de esta diferencia puede ser que estos 

autores utilizaron un medio específico (low nutrient agar) para aislar este 

género, por lo que crecería mejor al evitar la proliferación de otras bacterias. 

Deffgea sp., género filogenéticamente muy cercano a Iodobacter, fue también 

encontrado con frecuencia en el presente trabajo en la piel sana de trucha 

común, junto con el género Yersinia, aunque este último sólo se aisló en 

verano. Los géneros citados por otros autores como los más frecuentes en la 

flora cutánea de las mismas especies de peces de agua dulce (truchas común 

y arcoíris) fueron Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium, Acinetobacter, 

Moraxella, Micrococcus y Coryneformes (González y col., 1999). En nuestro 

caso el género Aeromonas se aisló la mayoría de las veces de lesiones de 

saprolegniosis y frecuentemente en la piel sana de trucha común con la 

enfermedad, pero escasamente en la piel de peces sanos. El género 

Pseudomonas fue hallado también en una proporción más alta en la trucha 

común con saprolegniosis, además de en trucha arcoíris sana. Otro dato 

llamativo es la presencia de este género preferentemente en invierno, tanto en 

la piel sana como en la infectada por Saprolegnia parasitica. Recuentos bajos 

de bacterias de los géneros Acinetobacter, Aeromonas y Pseudomonas fueron 

encontrados también por Horsley (1973) en la piel de salmón del Atlántico en 

oposición a su relativa abundancia en el agua de ríos, estuarios y mar. Este 

hecho podría indicar que la capa mucosa u otros factores asociados con los 

mecanismos de defensa de la piel sana de los peces podrían tener un efecto 

inhibitorio sobre estos géneros. 

En relación a la flora cutánea de la trucha arcoíris, son destacables las 

diferencias encontradas respecto a las especies bacterianas entre las 

piscifactorías muestreadas. Estas diferencias también se observaron en la piel 

de trucha común en las distintas estaciones y puntos de muestreo, que junto a 

las relativas a los recuentos bacterianos, reforzarían la teoría de la influencia 
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del medio ambiente en la flora bacteriana de los peces señalada por diversos 

autores (Nieto y col., 1984; Horsley, 1973; Diler y col., 2000; Austin, 2006; 

Izvekova y col., 2007; Yang y col., 2007). En el presente estudio se encontró un 

gran número de miembros de la familia Enterobacteriaceae en la piel de trucha 

común en verano, especialmente en el río Omaña, que podría reflejar una 

mayor concentración de materia orgánica en el agua debido al estiaje y al riego 

de prados. 

Spaangard y col. (2000) compararon la identificación fenotípica tradicional 

y la molecular de la flora intestinal de trucha arcoíris cultivada y encontraron 

una elevada concordancia entre ambas. En cambio, Hovda y col. (2007) citan 

diferencias en los resultados obtenidos con ambos métodos. En el presente 

estudio la concordancia entre ambos métodos fue alta, alcanzando una 

identificación más específica por medio de la secuenciación del gen 16S ARNr. 

Las galerías API no dieron buenos resultados y esto puede ser debido a que no 

están específicamente diseñadas para bacterias ambientales, tal como ha sido 

señalado por Austin y Austin (2007). 

Como conclusión puede decirse que en la flora bacteriana cutánea de la 

trucha común y trucha arcoíris influyen factores como la estación del año, el 

hábitat de las truchas y la saprolegniosis, tanto en los aspectos cuantitativos 

como cualitativos. 

En el próximo capítulo se estudiará el efecto inhibidor frente a Saprolegnia 

parasitica de las bacterias cutáneas más representativas. 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 5 

 

Actividad inhibitoria de las bacterias cutáneas 

frente a Saprolegnia parasitica in vitro



 

 



Inhibición in vitro de Saprolegnia parasitica 

61 

 

5.1. INTRODUCCIÓN 

Como se ha comentado anteriormente, los compuestos químicos que se 

utilizan para el control de la saprolegniosis presentan, en mayor o menor grado, 

ciertos inconvenientes. Una buena alternativa al uso de productos químicos 

podría ser la lucha biológica. Dado que existe poca información que profundice 

en el estudio del efecto inhibitorio que tienen las bacterias sobre Saprolegnia 

parasitica, se decidió investigar si las que están presentes en la flora cutánea 

de trucha común y trucha arcoíris poseen esta actividad en pruebas in vitro. 

También se estudió la acción fungicida de las bacterias que resultaron más 

inhibitorias, así como la capacidad de los sobrenadantes de los cultivos para 

inhibir el crecimiento de S. parasitica, lo que indicaría la producción de alguna 

sustancia extracelular inhibitoria. Todas estas pruebas in vitro constituyen un 

primer paso para seleccionar ciertas bacterias que podrían llegar a ser 

utilizadas en el control biológico de la saprolegniosis. 

Por todo lo dicho los objetivos concretos de este estudio fueron los 

siguientes: 

1. Conocer si las bacterias presentes en la piel de la trucha común y trucha 

arcoíris tienen capacidad para inhibir in vitro el crecimiento de Saprolegnia 

parasitica. 

2. Conocer si las bacterias con efecto inhibitorio frente a S. parasitica 

presentan también acción letal in vitro sobre este organismo. 

3. Conocer si las bacterias que inhiben a S. parasitica producen alguna 

sustancia extracelular responsable de la acción inhibitoria. 

5.2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

La saprolegniosis se ha tratado tradicionalmente de forma eficaz con verde 

malaquita, pero su prohibición en la Unión Europea y otros países debido a sus 

efectos teratógenos y carcinógenos ha obligado a la búsqueda de nuevas 

sustancias químicas que puedan ser útiles en el tratamiento. Algunos de estos 

compuestos alternativos, unos más eficaces que otros, son los siguientes: 
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ácido paracético, bronopol, cloruro sódico, dióxido de cloro, formalina, 

hipoclorito sódico, permanganato potásico, peróxido de hidrógeno, sulfato de 

cobre y yodo. También el ozono, las sustancias húmicas y las radiaciones 

ultravioleta han sido probados para el control de la saprolegniosis. 

El problema de muchos preparados químicos es que presentan riesgos 

potenciales para la salud pública y el medio ambiente, y en algunos casos 

pueden llevar a la aparición de resistencias entre los agentes patógenos 

(McKeegan y col., 2002; Wang y col., 2008), por lo que su uso debe ser 

minimizado. Además, ninguno de los productos utilizados en la actualidad para 

tratar la saprolegniosis es plenamente satisfactorio y de aplicación general, no 

proporcionando ninguno de los compuestos químicos disponibles una suficiente 

protección tras el periodo de cría (Forneris y col., 2003). La formalina, por 

ejemplo, es potencialmente perjudicial por su permanencia en el medio 

ambiente y posible efecto carcinógeno en mamíferos (Khomvilai y col., 2005; 

van West, 2006); el cloruro sódico, a pesar de su seguridad, presenta el 

problema de resultar poco económico por necesitarse una elevada 

concentración para ser efectivo; el peróxido de hidrógeno es corrosivo y 

altamente inflamable sin diluir (Khomvilai y col., 2005); el ozono, a pesar de su 

bajo impacto en el medio ambiente, no sirve para curar peces que ya están 

enfermos de saprolegniosis (van West, 2006); y el bronopol, aún siendo muy 

eficaz, resulta poco económico para su uso habitual en piscifactorías. 

Por estos motivos se han buscado métodos alternativos al uso de 

compuestos químicos, como por ejemplo sustancias de origen natural 

(Muzzarelli y col., 2001; Tampieri y col., 2003; Khosravi y col., 2012). En los 

últimos años también ha ganado creciente atención la lucha biológica o 

biocontrol frente a Saprolegnia spp. Willoughby (1994) describió tres especies 

de hongos acuáticos que pueden parasitar las hifas de Saprolegnia patógena: 

Olpidiopsis incrassata, Rozellopsis septigena y Woronina polycystis. También 

se ha comprobado que algunas bacterias tienen acción inhibitoria in vitro frente 

a Saprolegnia spp. Así, Hatai y Willoughby (1988) observaron la inhibición de 

Saprolegnia parasitica por Pseudomonas fluorescens aislada de lesiones de 

trucha arcoíris con saprolegniosis. Estos autores probaron la inhibición del 

crecimiento del micelio mediante un ensayo en medio sólido. Petersen y col. 
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(1994) aislaron bacterias no identificadas, de varios orígenes, con poder 

inhibitorio frente a la germinación de los quistes de S. parasitica y otros 

Oomycetes, utilizando ensayos en medio sólido con una sustancia denominada 

BASF pluronic polyol F-127. Bly y col. (1997) también encontraron efectos 

inhibitorios frente a aislados patógenos de Saprolegnia diclina, S. ferax, S. 

parasitica y Saprolegnia sp., mediante ensayos en medio sólido y líquido, 

utilizando un aislado de Pseudomonas fluorescens del agua de los estanques 

de una piscifactoría de Ictalurus punctatus. Meshram y col. (1998) descubrieron 

la acción antagonista de Bacillus thuringiensis, aislado de peces enfermos, 

frente a varios patógenos in vitro entre ellos Saprolegnia sp., utilizando un 

ensayo en medio sólido. Bacterias de las especies Aeromonas caviae, 

Aeromonas eucrenoplia, Pseudomonas accharophila, Pseudomonas 

alcaligenes, Pseudomonas fluorescens y Alteromonas sp., obtenidas de 

lesiones de salmónidos con saprolegniosis, mostraron actividad inhibitoria in 

vitro frente a aislados patógenos de S. parasitica y S. salmonis mediante 

ensayos en medio sólido y líquido (Hussein y Hatai, 2001). Aeromonas media 

aislada de agua dulce inhibió tanto el crecimiento del micelio como la 

germinación de los quistes de Saprolegnia sp. en medio sólido (Lategan y 

Gibson, 2003). Zhang y col. (2008) encontraron efectos inhibitorios in vitro de 

algunas bacterias aisladas de agua de lago frente a Saprolegnia spp., entre 

ellas Serratia marcescens, mediante ensayos en medio sólido y líquido. 

Aislados de Pseudomonas sp. y Janthinobacterium sp., procedentes de huevos 

de trucha arcoíris, inhibieron a Saprolegnia sp. in vitro utilizando un método con 

cañamones (Korkea-aho y col., 2011). Ran y col. (2012) encontraron inhibición 

in vitro de Saprolegnia ferax en medio sólido por diversas cepas de Bacillus 

aisladas del intestino de Ictalurus punctatus. Nurhajati y col., (2012) vieron que 

una cepa de Lactobacillus plantarum aislada de alimento fermentado inhibía el 

crecimiento de Saprolegnia parasitica en medio sólido. 

También existen estudios en los que se ha demostrado el efecto inhibitorio 

de bacterias frente a otros Oomycetes patógenos: Pythium ultimum, patógeno 

de las plantas, fue inhibido por Pseudomonas fluorescentes (Howell y 

Stipanovic, 1980; O´Sullivan y O`Gara, 1992; Russo y col., 1996); Serratia 

plymuthica previno la germinación de las zoosporas de Aphanomyces 
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euteiches y Pythium ultimum (Levenfors y col., 2004); y Pseudomonas jessenii 

inhibió a Pythium aphanidermatum (Abhinandan y col., 2008). 

El control biológico en acuicultura puede definirse como un método de 

tratamiento que utiliza el antagonismo entre microbios, mediante el cual los 

agentes patógenos pueden ser destruidos o reducidos en número en el medio 

acuático (Maeda y col., 1997). Los mecanismos utilizados por los 

microorganismos beneficiosos incluyen la producción de sustancias inhibitorias 

frente a los agentes patógenos; la competición por nutrientes de vital 

importancia y por sitios de adhesión; el suplemento de nutrientes esenciales y 

enzimas que aumentan la nutrición del hospedador; la modulación de las 

interacciones con el medio ambiente; y el desarrollo de respuestas inmunitarias 

beneficiosas (Verschuere y col., 2000; Balcázar y col., 2006; Kesarcodi-Watson 

y col., 2008). 

Se han comentado diversos mecanismos de acción por parte de las 

bacterias que tienen actividad inhibitoria in vitro frente a Saprolegnia spp. Uno 

de ellos es la producción de sustancias extracelulares (Hatai y Willoughby, 

1988; Lategan y Gibson, 2003; Zhang y col., 2008). Sin embargo, también se 

han barajado otros mecanismos para inhibir a estos organismos, como la 

competición por el hierro y la capacidad de licuar la gelatina o de degradar la 

celulosa (Hatai y Willoughby, 1988; Bly y col., 1997). 

En otros Oomycetes también se han detectado diversos mecanismos 

responsables de su inhibición por las bacterias. Petersen y col. (1994) 

observaron que algunas especies de Pythium y Phytophphora eran inhibidas 

por los sobrenadantes del cultivo bacteriano, y al aparecer estos efectos 

inhibitorios en diferentes tiempos de incubación de las bacterias, sugirieron que 

podrían estar implicados varios metabolitos secundarios producidos en 

diferentes momentos. También se ha observado la secreción de metabolitos 

implicados en la inhibición de Aphanomyces euteiches y Pythium ultimatum 

(Levenfors y col., 2004). Pseudomonas sp. y Bacillus sp. produjeron enzimas 

polisacarolíticas capaces de degradar la pared celular de Pythium porphyrae 

(Kitamura y col., 2002). Deora y col. (2008) descubrieron que Pseudomonas 
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jessenii producía una desorganización subcelular de la arquitectura de la actina 

en las hifas de Pythium aphanidermatum. 

El efecto letal (fungicida) de las bacterias inhibitorias de Saprolegnia spp. 

sólo ha sido estudiado por Lategan y col. (2006), que observaron que el indol 

secretado por una aislado de Aeromonas media impedía el crecimiento de las 

hifas a partir de los quistes, incluso cuando ya no estaba presente la bacteria. 

5.3. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.3.1. Pruebas de inhibición con bacterias 

5.3.1.1. Aislados bacterianos y de Saprolegnia 

Se seleccionaron 61 aislados representativos de todas las bacterias que 

habían sido obtenidas de la piel y de lesiones de saprolegniosis de trucha 

común y trucha arcoíris (ver capítulo 4), añadiéndose otros 11 aislados 

obtenidos en muestreos previos al del presente trabajo, con lo que el número 

total de aislados utilizados en las pruebas fue de 72 (cuadro 5.1). 

Para probar la capacidad inhibitoria de las bacterias frente a Saprolegnia 

parasitica se utilizó el aislado TRU 8 obtenido de una trucha común con 

saprolegniosis del río Porma (Fregeneda-Grandes, 1998). Este aislado está 

caracterizado (Fregeneda-Grandes y col., 2000; Diéguez-Uribeondo y col., 

2007) y ha mostrado elevada patogenicidad en infecciones experimentales en 

trucha arcoíris (Fregeneda-Grandes y col., 2001). 
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5.3.1.2. Inhibición del crecimiento del micelio en medio sólido 

Esta prueba se realizó siguiendo el método descrito por Hussein y Hatai 

(2001). Con cada aislado bacteriano se realizaron dos líneas de siembra, de    

3 cm de largo separadas entre sí 3 cm, sobre agar BHI (agar cerebro-corazón, 

Cultimed). Con cada uno de los aislados se sembraron 6 placas de Petri, dos 

para cada uno de los tres tiempos de incubación utilizados de 3, 5 y 7 días a  

20 ºC. Tras la incubación se colocó en el centro de la placa, entre ambas líneas 

de crecimiento bacteriano, una porción de agar de 3 mm de diámetro 

colonizado por Saprolegnia parasitica. Se prepararon placas testigo con S. 

parasitica y sin la bacteria. Tras incubar las placas otros 4 días a 20 ºC se 

midió el diámetro de la colonia de S. parasitica y se comparó con el obtenido en 

las placas testigo. 

5.3.1.3. Inhibición del crecimiento del micelio en medio líquido con 

cañamón 

Cada aislado bacteriano se inoculó en 3 ml de TSB (caldo soja triptona, 

Cultimed) incubándose a 20 ºC durante toda la noche. Después, 500 µl de este 

caldo se inocularon en 25 ml de TSB y se incubaron en un agitador orbital 

innova® 44 (New Brunswick Scientific) a 20 ºC y 200 rpm hasta alcanzar 

aproximadamente la mitad de la fase exponencial de crecimiento (ver apartado 

3.3.3). Posteriormente se centrifugó este caldo a 1000 × g durante 15 min y, 

tras eliminar el sobrenadante, las bacterias se resuspendieron en suero 

fisiológico estéril (NaCl 0,9%). La concentración de bacterias se calculó 

mediante la lectura de la densidad óptica a 540 nm, equivalente a recuentos 

previos realizados en cámara de Neubauer (ver apartado 3.3.4.1), y se ajustó a 

2 × 105 bacterias ml-1. Tomando esta suspensión bacteriana como la primera 

dilución se realizaron otras 5 diluciones seriadas 1/10. 

Saprolegnia parasitica TRU8 se cultivó durante 3 días a 20 ºC en agar GP 

y seguidamente se depositaron varias mitades de cañamones estériles sobre 

los bordes de la colonia, incubándose durante 24 h a 20 ºC para que fueran 

colonizados por S. parasitica (Fregeneda-Grandes, 1998) (ver apartado 

3.2.1.1). 
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En una placa de cultivo celular con 24 pocillos (Falcon®) se depositó, en 

cada uno de ellos, 1 ml de cada dilución bacteriana, medio cañamón 

colonizado por S. parasitica y 1 ml de TSB como medio nutritivo. Se prepararon 

testigos negativos tanto de S. parasitica como de la bacteria, sustituyendo en el 

primero la suspensión bacteriana por suero fisiológico y en el segundo el 

cañamón colonizado por otro sin colonizar. Todos los pocillos se prepararon 

por duplicado. Las placas se incubaron durante 3 días a 20 ºC, observándose 

durante este periodo el crecimiento macroscópico y microscópico del micelio de 

S. parasitica, este último con un microscopio invertido Nikon DIAPHOT. Al 

tercer día se registró el crecimiento macroscópico de todos los pocillos. 

5.3.1.4. Inhibición de la germinación de los quistes 

La suspensión bacteriana se preparó de igual manera que para las 

pruebas con cañamón, pero se partió de una concentración de                          

4 × 105 bacterias ml-1 en la dilución inicial (ver apartado 5.3.1.3), para que la 

concentración final en el pocillo fuera la misma en las dos pruebas. 

Las zoosporas se obtuvieron tal como se describe en el apartado 3.2.1.1. 

Los cañamones, una vez colonizados por las hifas de Saprolegnia parasitica, 

se trasplantaron a placas de Petri con 20 ml de agua RFE, a razón de tres 

cañamones por placa. Se dejaron incubar durante 36 h a 20 ºC (momento en el 

que se obtenía el mayor número de zoosporas) y el agua se pasó por un papel 

de filtro Whatman 541 esterilizado (15 min a 121 ºC), utilizándose un máximo 

de 10 placas con cada filtro (Fregeneda-Grandes, 1998). La filtración se llevó a 

cabo empleando embudos de vidrio, diseñados con un canuto que llegaba 

hasta el fondo del matraz para evitar que el agua se agitase, lo que favorece el 

enquistamiento de las zoosporas. 

Para efectuar el recuento de las zoosporas se recogió una muestra del 

filtrado, que se introdujo en un frasco de 15 ml y se agitó vigorosamente 

durante unos segundos para inmovilizar las zoosporas y facilitar su recuento, lo 

que se efectuó con una cámara Hawksley Cristalite B.S. 748 de cristal 

recubierto de rodio, cuyo retículo tiene una capacidad de 10 mm3. La 

concentración de zoosporas se calculó mediante la media aritmética de los 
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recuentos obtenidos de tres muestras distintas del filtrado. Finalmente, se 

ajustó la concentración de zoosporas a 4 ×104 zoosporas ml-1. 

Para realizar la prueba se utilizaron las placas de cultivo celular con 24 

pocillos que se describieron en el apartado 5.3.1.3. En cada pocillo se depositó 

0,5 ml de la dilución bacteriana, 0,5 ml de la suspensión de zoosporas de S. 

parasitica y 1 ml de TSB. Los testigos negativos se prepararon sustituyendo la 

suspensión bacteriana por suero fisiológico y la de zoosporas por agua RFE. 

Todos los pocillos se prepararon por duplicado. Las placas se incubaron a      

20 ºC durante 3 días y a lo largo de la incubación se comprobó la germinación 

de los quistes y el crecimiento de las hifas. Los dos primeros días las placas se 

examinaron con un microscopio invertido Nikon DIAPHOT; posteriormente no 

fue necesario debido al crecimiento macroscópico del micelio. 

5.3.2. Acción fungicida de las bacterias inhibitorias 

Se utilizaron los 24 aislados bacterianos que produjeron la mayor inhibición 

de Saprolegnia parasitica en las tres pruebas con células bacterianas descritas 

anteriormente (cuadro 5.3, pág 81) y el mismo aislado de S. parasitica que en 

los anteriores experimentos. 

Las suspensiones bacterianas y los cañamones colonizados por S. 

parasitica se prepararon como se ha descrito para la realización de las pruebas 

de inhibición de las bacterias sobre S. parasitica en medio líquido con cañamón 

(ver apartado 5.3.1.3). 

El procedimiento de los ensayos fue como ya se ha comentado en las 

pruebas con cañamones. Tras añadir a los pocillos 1 ml de la dilución 

bacteriana, el cañamón colonizado por S. parasitica y 1 ml de TSB, cada pocillo 

por duplicado, las placas se incubaron durante tres periodos diferentes de 1, 2 

y 3 días. Al finalizar la incubación, los cañamones en los que no hubo 

crecimiento del micelio se lavaron mediante 3 pases por frascos con agua 

destilada estéril y se depositaron individualmente en una placa de Petri con    

20 ml de agua RFE, a la que se añadió estreptomicina y penicilina a una 

concentración de 2 × 102 mg l-1 y 2 × 105 UI l-1, respectivamente. Se prepararon 

testigos negativos depositando un cañamón colonizado por S. parasitica en 
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agua con y sin antibióticos. Las placas se incubaron durante 20 días a 20 ºC y 

se observó diariamente el crecimiento del micelio bajo una lupa estereoscópica 

(Kiowa SD-2PL), considerando que existía efecto letal si no había crecimiento 

del micelio transcurrido ese periodo de tiempo. Se realizaron cultivos del agua 

en TSA a las 24 h para evitar falsos positivos debido al efecto inhibitorio de 

bacterias presentes en el micelio, repitiendo las pruebas cuando esto sucedía. 

5.3.3. Pruebas de inhibición con los sobrenadantes de los cultivos 

bacterianos 

5.3.3.1. Preparación de los sobrenadantes 

Se utilizaron los 24 aislados bacterianos y el de Saprolegnia parasitica 

citados en el apartado 5.3.2. Los sobrenadantes bacterianos se prepararon 

según el método descrito por Lategan y Gibson (2003). Cada aislado 

bacteriano se sembró en 3 ml de TSB y se incubó a 25 ºC durante 24 h. Una 

alícuota de 250 µl de este caldo se inoculó en un matraz con 200 ml de TNPB 

(caldo triptona peptona neutralizada: 7 g l-1 de triptona, 5 g l-1 de soja peptona 

neutralizada y 5 g l-1 de cloruro sódico) y se incubó a 25 ºC y 180 rpm en un 

agitador orbital innova® 44 (New Brunswick Scientific) durante 36 h. Después, 

los cultivos se inactivaron mediante calor en un baño Memmert WNB 14 a      

70 ºC durante 1 h. El caldo se centrifugó a 15 000 × g durante 20 min y 

posteriormente se recogió el sobrenadante que se filtró utilizando una jeringa 

con un filtro de 0,22 μm de poro (Acrodisc®). El pH de los sobrenadantes se 

midió con un pH Meter BASIC 20 Crison y se ajustó a 7,0 con HCl 1N. 

Tomando cada sobrenadante como la dilución inicial se realizaron 3 diluciones 

dobles en TNPB. 

La preparación de los cañamones colonizados y de las zoosporas de S. 

parasitica necesarias para efectuar las pruebas se prepararon como se 

describe en los apartados 5.3.1.3 y 5.3.1.4. 
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5.3.3.2. Inhibición del crecimiento del micelio en medio líquido con 

cañamón 

Los ensayos se realizaron en las placas de cultivo celular con 24 pocillos 

mencionadas anteriormente. En cada pocillo se depositó 2 ml de la dilución del 

sobrenadante y medio cañamón colonizado por Saprolegnia parasitica. 

También se prepararon como testigos negativos pocillos con TNPB en lugar de 

los sobrenadantes. Todos los pocillos se prepararon por duplicado. Se 

utilizaron los mismos procedimientos de observación que en las pruebas con 

bacterias (ver apartado 5.3.1.3). 

5.3.3.3. Inhibición de la germinación de los quistes 

Se utilizaron las ya citadas placas de cultivo celular, depositándose en 

cada pocillo 1 ml de la dilución del sobrenadante y 1 ml de la suspensión de 

zoosporas. En los testigos negativos se sustituyó el sobrenadante por TNPB. 

Todos los pocillos se prepararon por duplicado. Se utilizaron los mismos 

procedimientos de observación que en las pruebas con bacterias (ver apartado 

5.3.1.4). 

5.4. RESULTADOS 

5.4.1. Pruebas de inhibición con bacterias 

5.4.1.1. Inhibición del crecimiento del micelio en medio sólido 

Las diferencias en el grado de inhibición entre los aislados bacterianos 

fueron mayores cuando Saprolegnia parasitica se enfrentó a cultivos 

bacterianos de 7 días, por lo que este tiempo de incubación fue el utilizado para 

estimar el grado de inhibición de todos los aislados. El diámetro de la colonia 

de S. parasitica en los testigos fue de 4 cm tras los 4 días de incubación       

(fig. 5.1). Se consideró que los aislados bacterianos tenían actividad inhibitoria 

cuando el diámetro de la colonia de S. parasitica era de 2,5 cm o inferior, pues 

fue el diámetro máximo alcanzado en las placas con bacterias, y a su vez 

inferior al alcanzado en las placas testigo (fig. 5.1 y 5.2); esta inhibición se 

presentó con los 72 aislados, y se clasificó en tres niveles dependiendo del 
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diámetro alcanzado por la colonia de S. parasitica (cuadro 5.2). Cuarenta y 

siete aislados bacterianos tuvieron un efecto inhibitorio alto, ya que con 7 días 

de incubación de la bacteria antes de enfrentarla a S. parasitica inhibieron 

completamente el crecimiento del micelio (diámetro de la colonia < 0,7 cm)   

(fig. 5.3). Estos aislados pertenecían a las especies Achromobacter 

xylosoxidans, Acinetobacter johnsonii, Aeromonas piscicola, Aeromonas 

popoffii, Aeromonas salmonicida, Aeromonas sobria, Chryseobacterium sp., 

Flavobacterium sp., Iodobacter fluviatilis, Iodobacter sp., Janthinobacterium 

lividum, Janthinobacterium sp., Kocuria rhizophila, Kurthia zopfii, 

Microbacterium foliorum, Microbacterium hydrocarbonoxydans, Pantoea 

agglomerans, Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola, Xanthomonas 

retroflexus y Yersinia kristensenii, y 22 de ellos (46,8%) habían sido aislados de 

lesiones de saprolegniosis. 

 

 

 

 

 

Fig. 5.1 a 5.3. Inhibición del crecimiento de Saprolegnia parasitica con bacterias. 
Primero se incubó la bacteria (estrías paralelas) a 20 ºC durante 7 días en agar BHI 
y seguidamente S. parasitica durante 4 días. 5.1. Testigo negativo. 5.2. Inhibición 
baja producida por Deefgea sp. 5.3. Inhibición alta producida por Xanthomonas 
retroflexus. 
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Cuadro 5.2. Grado de inhibición del crecimiento de Saprolegnia parasitica producido por 72 

aislados bacterianos en agar BHI (prueba en placa), en medio líquido con una semilla de 

cáñamo colonizada por S. parasitica (prueba con cañamón) y en medio líquido con quistes 

(prueba con quistes). 

(1)
 Añadiendo S. parasitica tras incubar la bacteria durante 7 días a 20 ºC. 

5.4.1.2. Inhibición del crecimiento del micelio en medio líquido con 

cañamón 

La ausencia total del crecimiento del micelio a los tres días de incubación 

fue utilizada como indicador de actividad inhibitoria (fig. 5.4 a 5.6). De los 72 

aislados bacterianos, 41 (56,9%) inhibieron totalmente el crecimiento del 

micelio de Saprolegnia parasitica, pero a diferentes diluciones. Se 

establecieron tres niveles de inhibición dependiendo de la concentración 

mínima de bacterias necesarias para producirla (cuadro 5.2). Dentro del grupo 

de inhibición alta, hubo 8 aislados que consiguieron inhibir el crecimiento del 

Tipo de prueba 
Grado de 

inhibición 
Graduación de la actividad inhibitoria

 

Nº de 

bacterias 

(%) 

Prueba en 

placa 

 
Diámetro de la colonia de S. parasitica tras 4 

días a 20 ºC 
(1)

 
 

Bajo Entre 1,5 y 2,5 cm 13 (18,06) 

Medio Entre 0,7 y 1,5 cm 12 (16,67) 

Alto Menos de 0,7 cm 47 (65,28) 

Prueba con 

cañamón 

 
Inhibición total del crecimiento macroscópico 

del micelio a los 3 días a 20 ºC 
 

Bajo Con 2 × 10
5 
bacterias 10 (13,89) 

Medio Con 2 × 10
4 
bacterias 5 (6,94) 

Alto Con ≤ 2 × 10
3
 bacterias 26 (36,11) 

Prueba con 

quistes 

 
Inhibición total del crecimiento macroscópico 

del micelio a los 3 días a 20 ºC 
 

Bajo Con 2 × 10
5
 bacterias 16 (22,22) 

Medio Con 2 × 10
4 

y
 
2 × 10

3 
bacterias 9 (12,5) 

Alto Con ≤ 2 × 10
2 
bacterias 27 (37,5) 
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micelio hasta la quinta dilución (10 bacterias ml-1) y que pertenecieron a las 

especies Aeromonas popoffii (1), Aeromonas salmonicida (2) y Aeromonas 

sobria (5), todos procedentes de lesiones de saprolegniosis. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.4 a 5.6. Inhibición con bacterias, del crecimiento del micelio de Saprolegnia 
parasitica a los 3 días de incubación a 20 ºC en medio líquido con cañamón. 5.4. 
Cada fila de la placa contiene una bacteria a diferentes concentraciones, de mayor a 
menor y de izquierda a derecha; las bacterias son, de arriba abajo, Deefgea rivuli 
(1), Iodobacter fluviatilis (1) y Aeromonas sobria (2). 5.5. Testigo negativo con 
crecimiento abundante de S. parasitica. 5.6. Inhibición de S. parasitica producida por 
un aislado de Aeromonas sobria. 

5.4.1.3. Inhibición de la germinación de los quistes 

Ninguno de los aislados bacterianos inhibió totalmente la germinación de 

los quistes, siendo el crecimiento del micelio inversamente proporcional a la 

concentración de bacterias. Se consideró actividad inhibitoria la ausencia total 

de crecimiento macroscópico del micelio a los tres días de incubación, lo que 

ocurrió con 52 de los 72 aislados (72,2%). Con los otros 20 aislados y en el 

testigo sí hubo crecimiento macroscópico del micelio (fig. 5.7). Se establecieron 

tres grados de inhibición dependiendo de la concentración mínima de bacterias 

para producirla (cuadro 5.2). De los aislados que tuvieron el grado de inhibición 

más alto, 17 lo lograron hasta la quinta dilución (10 bacterias ml-1). Estos 

aislados bacterianos con mayor grado de inhibición pertenecieron a las 

especies Aeromonas piscicola (1), Aeromonas popoffii (1), Aeromonas 

salmonicida (2), Aeromonas sobria (7), Pantoea agglomerans (1) y 

Pseudomonas fluorescens (5), y 11 de ellos (64,7%) habían sido aislados de 

lesiones de saprolegniosis. 

5.4. 

5.5. 

5.6. 

b 

c a 

c a 
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Fig. 5.7. Inhibición con bacterias de la germinación de los quistes de Saprolegnia 
parasitica a los 3 días de incubación a 20 ºC en medio líquido. Cada fila de la placa 
contiene diferentes concentraciones de una bacteria, de mayor a menor y de 
izquierda a derecha. Las bacterias probadas son, de arriba abajo, Iodobacter sp. (1), 
Aeromonas piscicola (1), Pseudomonas fluorescens (1) y Aeromonas popoffii (1). 

5.4.2. Acción fungicida de las bacterias inhibitorias 

De los 24 aislados bacterianos probados, 15 presentaron actividad letal 

frente a Saprolegnia parasitica bajo las diferentes condiciones probadas. Tras 

los 20 días de incubación se pudo observar un pequeño micelio atrofiado y de 

color parduzco, en contraste con los cultivos testigo y los de las bacterias no 

fungicidas, en los que el micelio creció y produjo zoosporas. Las bacterias 

mostraban este efecto sólo hasta la segunda dilución (2 × 104 bacterias por 

pocillo), e incubando la bacteria con el cañamón al menos durante dos días a 

20 ºC. Los aislados bacterianos que mostraban su acción fungicida a menores 

concentraciones y con menor tiempo de incubación fueron 8 y pertenecían a 

las especies Aeromonas piscicola (1), Aeromonas popoffii (1), Aeromonas 

sobria (2), Pantoea agglomerans (2), Pseudomonas fluorescens (1) y Serratia 

fonticola (1). Dos de los aislados (25%) procedían de lesiones de 

saprolegniosis. 

5.4.3. Aislados bacterianos más inhibitorios 

En el cuadro 5.3 se resumen los resultados de las pruebas de inhibición 

con los 24 aislados bacterianos más inhibitorios frente a Saprolegnia parasitica. 
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Se consideraron los aislados con mayor efecto inhibitorio aquellos que 

presentaron una inhibición alta de Saprolegnia parasitica en el ensayo en 

medio sólido, que consiguieron impedir el crecimiento del micelio en medio 

líquido con las concentraciones más bajas de bacterias y que a su vez fueron 

fungicidas (figuran con un asterisco en el cuadro 5.3). Estos aislados 

pertenecían a las especies Aeromonas piscicola (1), Aeromonas sobria (1), 

Pantoea agglomerans (1) y Pseudomonas fluorescens (3), y un alto porcentaje 

de ellos (66,6%) procedían de lesiones de saprolegniosis. Otros aislados 

produjeron la inhibición más alta en todos los ensayos pero no fueron letales 

frente a S. parasitica: Aeromonas popoffii (1), Aeromonas salmonicida (2) y 

Aeromonas sobria (4), todos ellos obtenidos de lesiones de saprolegniosis. 

5.4.4. Pruebas de inhibición con los sobrenadantes de los cultivos 

bacterianos 

5.4.4.1. Inhibición del crecimiento del micelio en medio líquido con 

cañamón 

De los 24 sobrenadantes bacterianos probados, 19 fueron inhibitorios 

frente a Saprolegnia parasitica a los tres días de incubación a 20 ºC. Se 

establecieron dos niveles de inhibición: alta, si el crecimiento del micelio era 

impedido totalmente; y baja, si el crecimiento era reducido en comparación con 

el del testigo. La inhibición alta fue conseguida sólo con la primera dilución de 

los sobrenadantes, y se observó con 10 aislados que pertenecían a las 

especies Aeromonas piscicola (1), Aeromonas popoffii (2), Aeromonas 

salmonicida (2) y Aeromonas sobria (5), procedentes todos excepto uno (90%) 

de lesiones de saprolegniosis (cuadro 5.3). 

5.4.4.2. Inhibición de la germinación de los quistes 

De los 24 sobrenadantes bacterianos, 20 consiguieron inhibir el 

crecimiento del micelio a partir de los quistes de Saprolegnia parasitica, pero no 

su germinación. A los 3 días de incubación a 20 ºC, los sobrenadantes de 14 

aislados bacterianos consiguieron una inhibición alta con la primera dilución 

(ausencia total de micelio) (fig. 5.8). Estos aislados, cuyos sobrenadantes 

tuvieron un efecto inhibitorio mayor, fueron los pertenecientes a las especies 
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Aeromonas piscicola (1), Aeromonas popoffii (2), Aeromonas salmonicida (2), 

Aeromonas sobria (6), Pseudomonas fluorescens (2) y Xanthomonas 

retroflexus (1), y 11 de ellos (78,6%) fueron aislados de lesiones de 

saprolegniosis (cuadro 5.3). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.8. Inhibición con sobrenadantes bacterianos, de la germinación de los quistes 
y de la formación de micelio de Saprolegnia parasitica a los 3 días a 20 ºC en medio 
líquido. Cada sobrenadante (dos pocillos) de izquierda a derecha y de arriba abajo, 
corresponde a las siguientes bacterias: Xanthomonas retroflexus (1), Aeromonas 
piscicola (1), Aeromonas sobria (1), Pseudomonas fluorescens (1), Pantoea 
agglomerans (1), Serratia fonticola (1), Yersinia kristensenii (1), Pseudomonas 
fluorescens (1), Aeromonas salmonicida (1) y Aeromonas sobria (2); los dos últimos 
pocillos pertenecen al testigo negativo. 
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5.5. DISCUSIÓN 

Se comprobó que algunas bacterias pertenecientes a la flora cutánea de 

trucha común y trucha arcoíris inhibían in vitro el crecimiento de Saprolegnia 

parasitica, observándose que las bacterias más inhibitorias pertenecían a los 

géneros Aeromonas y Pseudomonas. 

Los ensayos de inhibición en medio sólido se realizaron utilizando tres 

tiempos de incubación de la bacteria (3, 5 y 7 días), pero la inhibición fue más 

acusada con los cultivos de 7 días, lo que coincide con lo observado por 

Hussein y Hatai (2001). Una posible explicación es que la bacteria tendría más 

tiempo para elaborar alguna sustancia inhibitoria o para consumir ciertos 

nutrientes necesarios para el crecimiento del micelio de S. parasitica. 

Los resultados de esta prueba mostraron que la inhibición en medio sólido 

es menos específica que el resto de las pruebas para graduar la actividad 

inhibitoria de las diferentes bacterias, ya que en agar BHI todas ellas redujeron 

el crecimiento de S. parasitica a diferentes niveles, y unos dos tercios de los 72 

aislados estudiados fueron capaces de inhibirlo completamente. Además, las 

bacterias que presentaron inhibición alta en medio líquido también lo hicieron 

en medio sólido, pero no a la inversa. Hussein y Hatai (2001) observaron 

inhibición con 5 de 47 aislados bacterianos (10,7%) utilizando agar HI, aunque 

posteriormente comprobaron que la actividad inhibitoria de las bacterias 

aumentaba en agar BHI. Sin embargo, Zhang y col. (2008) realizaron ensayos 

en agar BHI con 130 bacterias y sólo 3 de ellas (2,3%) inhibieron a especies 

patógenas de Saprolegnia. Estos últimos autores demostraron que la 

composición del medio de cultivo podía afectar la capacidad inhibitoria de una 

cepa de Serratia marcescens frente a Saprolegnia spp., obteniendo la mayor 

inhibición en agar dextrosa-patata seguida del agar BHI. 

En medio líquido no se inhibió la germinación de los quistes pero sí el 

crecimiento del micelio, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Bly 

y col. (1997), pero en nuestro caso la inhibición se produjo a concentraciones 

de bacterias aún más bajas que las observadas por estos autores. Sin 

embargo, en otros estudios (Lategan y Gibson, 2003, Zhang y col., 2008) sí se 
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observó inhibición de la germinación de los quistes, aunque los ensayos fueron 

realizados en medio sólido utilizando TSA, por lo que los resultados no son 

comparables. 

Para inhibir el crecimiento del micelio en medio líquido generalmente 

fueron necesarias concentraciones mayores de bacterias cuando se utilizaron 

cañamones colonizados por S. parasitica que en el caso de los quistes. Una 

posible explicación (ningún otro autor ha realizado esta prueba con cañamones 

colonizados y quistes) podría ser el hecho de que en el cañamón ya están 

presentes las hifas, por lo que se necesitarían más bacterias para impedir su 

proliferación, mientras que los quistes tienen que germinar para dar lugar a las 

primeras hifas que a su vez necesitan más tiempo para formar un micelio 

visible macroscópicamente. 

Los aislados bacterianos con un mayor grado de inhibición en las tres 

pruebas con células bacterianas pertenecían a los géneros Aeromonas, 

Pantoea y Pseudomonas, seguidos por algunas enterobacterias y 

Xanthomonas retroflexus, la mayor parte de todos ellos procedentes de 

lesiones de saprolegniosis. Hatai y Willoughby (1988) y Hussein y Hatai (2001) 

también aislaron de lesiones bacterias inhibitorias, de los géneros Aeromonas y 

Pseudomonas, además de Alteromonas. En cambio, Petersen y col. (1994) 

encontraron bacterias no identificadas antagonistas frente a S. parasitica en el 

moco de truchas arcoíris sanas, pero no en el moco de las que tenían 

saprolegniosis. El hecho de aislar bacterias inhibitorias en las lesiones puede 

ser relevante, ya que según Hussein y Hatai (2001), las interacciones 

microbianas en las zonas de lesión podrían explicar por qué algunos peces se 

recuperan espontáneamente de la saprolegniosis y otros no. 

La actividad inhibitoria frente a Saprolegnia spp. de Pseudomonas 

fluorescens y Serratia spp. ha sido descrita por varios autores (Hatai y 

Willoughby, 1988; Bly y col., 1997; Zhang y col., 2008). Pseudomonas sp. 

también ha mostrado ser eficaz frente a Phytium, oomyceto patógeno de las 

plantas (Howell y Stipanovic, 1980; O´Sullivan y O´Gara, 1992; Russo y col., 

1996). En el presente trabajo la mayoría de bacterias identificadas como 

Pseudomonas fluorescens mostraron una actividad inhibitoria bastante alta, 
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especialmente en medio sólido y frente al crecimiento del micelio a partir de 

quistes de Saprolegnia parasitica. También un aislado de Serratia fonticola fue 

de los más inhibitorios. 

Se comprobó que algunas de las bacterias presentaban efecto letal frente 

a Saprolegnia parasitica, al igual que Lategan y col. (2006) que también lo 

demostraron con la sustancia extracelular secretada por Aeromonas media, 

frente a los quistes y las hifas de S. parasitica. Este es un resultado 

interesante, ya que las bacterias podrían no sólo evitar la infección, sino 

también curar lesiones incipientes. En nuestro caso las bacterias con mayor 

efecto fungicida pertenecían a diferentes géneros, entre ellos algunas de las 

enterobacterias que no eran tan inhibitorias como el resto. 

Se desconocen con exactitud los mecanismos de inhibición de las 

bacterias sobre Saprolegnia spp. in vitro, pero el hecho de que estén afectados 

tanto el crecimiento vegetativo a partir del micelio establecido, como de los 

quistes, podría tener implicaciones significativas en su empleo para controlar la 

saprolegniosis en las piscifactorías (Lategan y Gibson, 2003). En nuestro 

estudio, los sobrenadantes de la mayoría de las bacterias más inhibitorias 

mostraron también esta actividad, lo que sugiere que existe una sustancia o 

sustancias extracelulares responsables o partícipes de ese efecto. Lategan y 

Gibson (2003) demostraron que una sustancia secretada por un aislado de 

Aeromonas media era responsable de la inhibición de Saprolegnia sp. y otros 

agentes patógenos. Posteriormente identificaron que el componente 

fundamental de esta sustancia era el indol (Lategan y col., 2006). También 

Zhang y col. (2008) encontraron efectos inhibitorios en el sobrenadante de un 

aislado de Serratia marcescens frente a Saprolegnia spp. En cambio, Bly y col. 

(1997) no observaron inhibición empleando sobrenadantes de Pseudomonas 

fluorescens, al contrario que en nuestro caso con aislados de la misma especie 

bacteriana. Sin embargo, estos autores realizaron los ensayos sólo en medio 

sólido. Hussein y Hatai (2001) tampoco encontraron inhibición con los 

sobrenadantes bacterianos, incluso haciendo ensayos en medio líquido. Debido 

a estos resultados tan contradictorios se han sugerido otros mecanismos para 

inhibir a Saprolegnia spp., como la competición por el hierro y la capacidad de 
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licuar la gelatina o de degradar la celulosa (Hatai y Willoughby, 1988; Bly y col., 

1997; Hussein y Hatai, 2001). 

Los sobrenadantes utilizados en el presente estudio, al igual que las 

bacterias, fueron más inhibitorios frente al crecimiento del micelio a partir de los 

quistes que en las pruebas con cañamón, en los que el micelio ya estaba 

desarrollado. Esta mayor sensibilidad de los quistes que de las hifas a los 

sobrenadantes bacterianos también la observaron Zhang y col. (2008). 

Nuevamente, los sobrenadantes con un mayor efecto inhibitorio fueron los 

de las bacterias del género Aeromonas. Las enterobacterias que presentaban 

un efecto inhibitorio bastante elevado frente a Saprolegnia parasitica, pero a 

concentraciones algo mayores que las demás bacterias inhibitorias, no 

produjeron sobrenadantes con acción inhibitoria. Dado que estas 

enterobacterias fueron fungicidas podrían tener algún otro mecanismo capaz 

de matar a S. parasitica, como por ejemplo la competición por algún nutriente. 

Asimismo, la menor inhibición de S. parasitica por estos aislados podría ser 

explicada por la ausencia de secreción de sustancias extracelulares. 

Las bacterias que han mostrado tener un mayor efecto inhibitorio frente a 

Saprolegnia parasitica en las pruebas realizadas, pertenecientes 

principalmente a los géneros Aeromonas y Pseudomonas, podrían ser buenas 

candidatas para la lucha biológica frente a la saprolegniosis. En los próximos 

capítulos se profundizará en su estudio. 



 

  

 

 

 

 

 

 

Capítulo 6 

 

Patogenicidad para la trucha arcoíris de las bacterias 

inhibitorias de Saprolegnia parasitica 
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6.1. INTRODUCCIÓN 

La utilización de un microorganismo vivo en la lucha biológica frente al 

agente patógeno causante de una enfermedad infecciosa, lógicamente debe 

llevar implícito el que dicho microorganismo sea inocuo para el animal en el 

que se pretende emplear. En el presente capítulo se investiga si las bacterias 

que inhibieron a Saprolegnia parasitica in vitro, descritas en los capítulos 

anteriores, son apatógenas para la trucha arcoíris. 

6.2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

Antes de utilizar un microorganismo vivo en el biocontrol de la 

saprolegniosis debe tenerse en cuenta que el hecho de que sea antagónico de 

Saprolegnia parasitica no excluye el que pueda causar otro tipo de enfermedad 

en el hospedador (Bly y col., 1997; Hussein y Hatai, 2001). Por lo tanto es 

importante demostrar la inocuidad de las bacterias que se quieren utilizar como 

posibles probióticos en la lucha frente a una determinada enfermedad 

(Salminen y col., 1999; Verschuere y col., 2000; Wang y col., 2008), incluso con 

ensayos a largo plazo para asegurar que la bacteria mantiene su inocuidad y 

evitar el riesgo de que aparezcan mutantes con efectos perjudiciales 

(Gatesoupe, 1999). Con este objetivo se realizan desafíos mediante inyección 

del microorganismo o su adición al agua. Por ejemplo, Irianto y Austin (2002) 

probaron la patogenicidad en trucha arcoíris de aislados de Vibrio fluvialis y 

Aeromonas hydrophila que utilizaron como posibles probióticos frente a la 

furunculosis; Brunt y Austin (2005) probaron un aislado de Aeromonas sobria 

en trucha arcoíris antes de utilizarlo en ensayos in vivo frente a Lactococcus 

garvieae y Streptococcus iniae; Brunt y col. (2007) lo hicieron con Bacillus sp. y 

Aeromonas sobria, posibles probióticos frente a varios patógenos de peces; 

Newaj-Fyzul y col. (2007) estudiaron la patogenicidad de Bacillus subtilis antes 

de probar si controlaba la infección por Aeromonas en trucha arcoíris; Vendrell 

y col. (2007) descartaron la patogenicidad de dos bacterias lácticas antes de 

enfrentarlas in vivo a Lactococcus garvieae en trucha arcoíris; Aly y col. (2008) 

probaron si Bacillus firmus, Bacillus pumilus y Citrobacter freundii eran inocuas 

en tilapia (Oreochromis niloticus); y Korkea-aho y col. (2011) comprobaron la 
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inocuidad de un aislado de Pseudomonas sp. en trucha arcoíris antes de usarlo 

en la lucha frente a Flavobacterium psychrophilum. 

6.3. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.3.1. Peces y tanques 

Se utilizaron individuos juveniles de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) 

de 8 a 10 meses de edad, de unos 16 cm de longitud (16,8 ± 2,0) y 53 g de 

peso (53 ± 16,2), procedentes de la Piscifactoría Carrizo, situada junto al río 

Órbigo en Villanueva de Carrizo (León). Esta piscifactoría se dedica al engorde 

de alevines, traídos de Moreda (Asturias), hasta la talla comercial. 

El transporte de los peces se realizó en bidones de plástico de 40 litros con 

agua de la propia piscifactoría. Cuando fue necesario se aplicó oxígeno a 

través de un difusor de cerámica (Renacer®, Rena) conectado a una bombona 

de oxígeno de 5 L (ver apartado 3.2.2). 

A su llegada a la Universidad de León las truchas se anestesiaron por 

inmersión en agua con 50 ppm de MS-222® (Tricaína metano sulfonato, 

Sigma), se pesaron y contaron. Seguidamente se colocaron en tanques 

cilíndricos con 85 litros de agua a 12-15 ºC y flujo continuo (aproximadamente 

200 ml min-1), manteniéndose en aclimatación durante un periodo mínimo de 7 

días antes de inocularlas con las bacterias. Todos los tanques tenían 

suministro de oxígeno mediante un aireador Rena 301 conectado a un difusor 

de cerámica de 15 cm. Las truchas se alimentaron todos los días con el mismo 

pienso comercial utilizado en la piscifactoría de procedencia (1% del peso vivo), 

retirándose las heces del tanque diariamente. Durante este periodo de tiempo 

se examinaron los peces para comprobar que no presentaban signos ni 

lesiones de enfermedad. 

Para las inoculaciones se emplearon tanques iguales a los de 

aclimatación, con las mismas condiciones de renovación de agua, temperatura 

y oxigenación (Fig. 6.1). 
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El agua utilizada procedía de un 

pozo artesiano, se filtraba a través de un 

filtro de arena y tenía una temperatura 

relativamente constante (14-16 ºC). Las 

oscilaciones en la temperatura del agua 

se regularon mediante fuentes de agua 

fría (Castro Ibérica). El agua de desecho 

se desinfectó con un ozonificador 

Hydrozon K-40 (King Ozono). 

 

6.3.2. Aislados bacterianos y preparación de los inóculos 

Se utilizaron los 24 aislados bacterianos que manifestaron mayor inhibición 

in vitro frente a Saprolegnia parasitica (cuadro 5.3, pág 81). 

Se prepararon suspensiones bacterianas siguiendo, en términos 

generales, el método descrito por Brunt y Austin (2005). Bacterias de cultivos 

en agar TSA de 3 días a 20 ºC se inocularon en frascos con 10 ml de TSB y se 

cultivaron toda la noche a 20 ºC. Después se centrifugaron a 1000 × g durante 

10 min a 4 ºC y, tras eliminar el sobrenadante, las bacterias se resuspendieron 

en suero fisiológico estéril (0,9 % NaCl). Los recuentos se realizaron utilizando 

una cámara de Neubauer, ajustándose finalmente la suspensión bacteriana a 

una concentración de 107 bacterias ml-1. 

6.3.3. Inoculación de los peces y seguimiento de la infección 

Las truchas se anestesiaron por inmersión en agua con 50 ppm de MS-

222®. Seguidamente se inocularon 5 truchas por vía intramuscular y otras 5 

por vía intraperitoneal (fig. 6.2), cada una con 0,1 ml (106 células) de la 

suspensión bacteriana descrita en el apartado anterior, colocándose cada 

grupo de truchas en tanques separados. Como testigos se utilizaron 10 truchas 

(5 por cada vía) que se inocularon con 0,1 ml de suero fisiológico estéril. 

Fig. 6.1. Instalaciones (tanques y 
fuentes de agua fría) donde se 
efectuaron las pruebas de 
patogenicidad de las bacterias. 
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Durante los primeros seis días 

posinoculación se comprobó la 

calidad del agua midiendo 

diariamente la temperatura, oxígeno 

disuelto y pH en todos los tanques. 

La medición del oxígeno y del pH se 

realizó con un oxímetro de campo 

provisto de un electrodo de 

membrana sensible al oxígeno y una 

sonda para medición del pH (modelo 

HQ3d, Hach). Las características fisicoquímicas del agua durante los 

experimentos, expresadas como la media ± el error estándar, fueron las 

siguientes: oxígeno disuelto 7,5 ± 0,12 mg l-1 (entre 7 y 8 mg l-1); pH 6,58 ± 0,38 

(entre 6,1 y 7,2); y temperatura 13,2 ± 1,2 ºC (entre 12 y 15 ºC). 

Se realizó un seguimiento de las truchas observándolas tres veces al día, 

durante 10 días, para detectar la presencia de signos de enfermedad y retirar 

las que habían muerto. Transcurridos 10 días desde la inoculación de las 

bacterias las truchas supervivientes se sacrificaron por inmersión en agua con 

100 ppm de MS-222®. Tanto a las truchas muertas como a las sacrificadas se 

les realizó la necropsia y siembras en TSA de hígado, riñón, bazo y del tejido 

de la zona de inoculación intramuscular. Las placas se cultivaron a 20 ºC 

durante 3 días y las bacterias obtenidas se identificaron por la morfología de la 

colonia, pruebas bioquímicas y galerías API 20 E y API20NE (Biomerieux®), 

para ratificar que se trataba de la bacteria inoculada. 

6.4. RESULTADOS 

Dieciséis de los 24 aislados bacterianos fueron apatógenos para la trucha 

arcoíris ya que no provocaron mortalidad ni signos de enfermedad, y tampoco 

se reaisló la bacteria de los órganos internos de las truchas inoculadas. Estos 

aislados pertenecieron a las siguientes especies: Aeromonas piscicola (1), 

Aeromonas sobria (3), Pantoea agglomerans (3), Pseudomonas fluorescens 

(5), Serratia fonticola (1), Xanthomonas retroflexus (1) y Yersinia kristensenii 

Fig. 6.2. Inoculación intraperitoneal en una 
trucha arcoíris. 
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(2). De los aislados restantes, Aeromonas salmonicida (1), Aeromonas sobria 

(4) y Aeromonas popoffii (2), causaron una mortalidad del 20-50% a los diez 

días posinoculación mostrando algunas de las truchas importantes lesiones, 

siendo reaislada la bacteria de los órganos internos de las truchas; el otro 

aislado, Aeromonas salmonicida LE 9, no fue mortal pero causó lesiones 

(cuadro 6.1). Los dos aislados de A. salmonicida (LE 9 y LE 99) produjeron 

úlceras en el punto de inoculación intramuscular (fig. 6.3 y 6.4). Dos de los 

aislados de A. sobria (LE 17 y LE 104) y uno de A. popoffii (LE 65), provocaron 

lesiones en los órganos internos, principalmente en hígado y bazo (fig. 6.5 y 

6.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6.3 y 6.4. Truchas arcoíris con úlceras cutáneas (flechas) producidas por 
Aeromonas salmonicida LE9 a los 10 días de la inoculación intramuscular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6.5. a) Trucha arcoíris con el hígado pálido y con el bazo hipertrofiado y con 
lesiones granulomatosas (flecha) a los 10 días de la inoculación intraperitoneal con 
Aeromonas sobria LE 104; b) Trucha testigo. 
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Fig. 6.6. Trucha arcoíris con el bazo hipertrofiado (flecha) a los 10 días de la 
inoculación intraperitoneal con Aeromonas sobria LE 17. 

 

Cuadro 6.1. Resultados obtenidos con los 8 aislados bacterianos que fueron patógenos para la 

trucha arcoíris tras inocular 10
6
 células por vía intramuscular (im) o vía intraperitoneal (ip). 

Bacteria Referencia 

% de 

Mortalidad
 

% de truchas 

con lesiones 

% de truchas 

con 

reaislamiento de 

la bacteria Im Ip 

Aeromonas popoffii LE 65 10 20 50 (20 m y 30 s)* 100 (30 m y 70 s) 

Aeromonas popoffii LE 69 0 20 0 20 (m) 

Aeromonas salmonicida LE 9 0 0 80 (s)
 

80 (s) 

Aeromonas salmonicida LE 99 50 0 50 (m) 50 (m) 

Aeromonas sobria LE 17 20 20 40 (30 m y 10 s) 50 (40 m y 10 s) 

Aeromonas sobria LE 68 0 30 0 30 (s) 

Aeromonas sobria LE 104 0 30 20 (s) 10 (m) 

Aeromonas sobria LE 100 0 30 0 30 (s) 

* m: truchas muertas en el intervalo de los 10 días que duró el experimento; s: truchas 

sacrificadas a los 10 dias 

6.5. DISCUSIÓN 

Las bacterias que fueron patógenas para la trucha arcoíris pertenecieron al 

género Aeromonas. Los aislados de Aeromonas popoffii, Aeromonas 

salmonicida y algunos de Aeromonas sobria causaron lesiones y mortalidad en 

los peces: A. popoffii y A. sobria produjeron lesiones en los órganos internos y 

A. salmonicida úlceras en el punto de la inoculación intramuscular. Algunas 

especies del género Aeromonas son bien conocidas como agentes patógenos 

de los peces. Respecto a las tres especies de Aeromonas citadas, se han 

descrito casos de enfermedad por aislados de A. sobria en Dorosoma 



Patogenicidad de las bacterias inhibitorias 

95 

 

cepedianum y Perca fluviatilis; A. salmonicida causa la furunculosis y otros 

procesos en los peces (Austin y Austin, 2007); y A. popoffii, aunque 

desconocemos si ha sido citada como especie patógena, sí se ha descrito que 

tiene factores de virulencia (Soler y col. 2002). En el presente trabajo la 

inoculación de los peces con A. salmonicida se realizó cuando estos aislados 

estaban identificados como Aeromonas sp. y se desconocía cual era la 

especie, lo que es preciso especificar desde el punto de vista ético. 

Otros aislados identificados como Aeromonas sobria y Aeromonas 

piscicola fueron inocuos. Ésta última especie ha mostrado tener cierta 

patogenicidad al haberse aislado de salmones del Atlántico y truchas arcoíris 

enfermas (Beaz-Hidalgo y col., 2009). En nuestro caso la identificación como A. 

piscicola también se realizó, al igual que con A. salmonicida, posteriormente a 

las pruebas de inoculación en las truchas; y además en inoculaciones 

realizadas más tarde se demostró que A. piscicola era patógena para la trucha 

arcoíris causando lesiones cutáneo-musculares similares a las provocadas por 

Aeromonas salmonicida. 

Los restantes aislados bacterianos, en los que no se observó 

patogenicidad, pertenecieron a las especies Pantoea agglomerans, 

Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola, Xanthomonas retroflexus y 

Yersinia kristensenii. De todas ellas, sí se han descrito aislados patógenos en 

las especies Pantoea agglomerans y Pseudomonas fluorescens (Bly y col., 

1997; Austin y Austin, 2007); en los géneros Yersinia y Serratia hay algunas 

especies patógenas para los peces, como Y. ruckeri, Y. intermedia, S. 

liquefaciens, S. marcescens y S. plymuthica, pero no las probadas en el 

presente estudio. 

Se ha demostrado la existencia de aislados bacterianos, pertenecientes a 

especies que causan enfermedad en peces, que son inocuos y que tienen 

utilidad probiotica frente a diversos agentes patógenos. Irianto y Austin (2002) 

lo comprobaron con aislados de Vibrio fluvialis y Aeromonas hydrophila frente a 

la furunculosis; y Brunt y Austin (2005) y Brunt y col. (2007) lo hicieron con un 

aislado de Aeromonas sobria utilizado para controlar diversas enfermedades, 

entre ellas la lactococosis y estreptococosis. 
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Los aislados bacterianos que tuvieron efecto inhibitorio in vitro frente a 

Saprolegnia parasitica y que en el presente capítulo se describen como 

apatógenos, se utilizarán en el próximo capítulo en los estudios sobre adhesión 

al moco cutáneo de trucha. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 7 

 

Adhesión de las bacterias al moco cutáneo de trucha 

común y antagonismo frente a la adhesión de 

Saprolegnia parasitica



 

 

 

 



Adhesión de las bacterias al moco cutáneo de trucha 

99 

 

7.1. INTRODUCCIÓN 

La adhesión de las bacterias al moco cutáneo de la trucha, dificultando al 

mismo tiempo la unión de las zoosporas y quistes de Saprolegnia parasitica, es 

una propiedad que podría ser importante en la lucha biológica frente a la 

saprolegniosis. Por este motivo se realizaron ensayos in vitro con los aislados 

bacterianos que más inhibieron a S. parasitica y que se han descrito en los 

capítulos anteriores. Los objetivos fueron los siguientes: 

1. Conocer el grado de adhesión de las bacterias al moco cutáneo de 

trucha. 

2. Conocer si las bacterias reducen la adhesión de las zoosporas y quistes 

de Saprolegnia parasitica bajo condiciones de exclusión, competición y 

desplazamiento. 

7.2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

Los microorganismos beneficiosos pueden interferir con los patógenos 

obstaculizando su entrada mediante mecanismos como el bloqueo de los 

receptores de adhesión, la competición por los nutrientes o la producción de 

sustancias antimicrobianas (Nikoskelainen y col., 2001). La adhesión de las 

bacterias al moco intestinal o a las superficies externas del hospedador y su 

interacción con el agente patógeno para evitar o disminuir su adhesión, es una 

característica que hay que tener en cuenta (Ouwehand y col., 1999; 

Verschuere y col., 2000; Vine y col., 2004ª; Chabrillón y col., 2005), ya que 

puede dar una idea del efecto que la bacteria va a ejercer in vivo sobre el 

agente patógeno. Por este motivo varios autores han estudiado la adhesión de 

las bacterias al moco de las mucosas de diversos hospedadores y su 

interacción con agentes patógenos bacterianos. Cohen y Laux (1995), Jin y col. 

(1996) y Ouwehand y col. (1999), investigaron la capacidad de diversas 

bacterias de adherirse al moco intestinal de pollos y humanos, entre otros 

hospedadores. También se ha estudiado la adhesión al moco intestinal, al 

cutáneo y al de las branquias de varias especies de peces (Nikoskelainen y 

col., 2001; Vine y col, 2004b; Chabrillón y col., 2005 y 2006; Balcázar y col., 
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2007 y 2008; Sica y col., 2012). Sin embargo, todos estos trabajos tratan de la 

acción de las bacterias potencialmente probióticas frente a patógenos 

bacterianos, pero no existen estudios similares frente a Saprolegnia parasitica. 

Para determinar la adhesión de las bacterias al moco intestinal, al cutáneo 

o al de las branquias se recurre al marcado de las bacterias, de modo que tras 

incubarlas en una placa de poliestireno con el moco se puede cuantificar las 

que permanecen unidas. Muchos autores recurren al marcado de las bacterias 

con isótopos radioactivos (Nikoskelainen y col., 2001; Vine y col, 2004b; 

Chabrillón y col., 2005 y 2006; Balcázar y col., 2007 y 2008); esta técnica es 

eficaz pero plantea inconvenientes y riesgos por tratarse de material 

radioactivo, lo que requiere del uso de equipos e instalaciones específicas. Van 

der Marel y col. (2008) desarrollaron una técnica basada en teñir las células 

bacterianas con el colorante fluorescente Syto 9, que utilizaron para estudiar la 

adhesión al moco intestinal de carpa de bacterias patógenas para los peces. 

Esta técnica es menos peligrosa que la utilización de isótopos radiactivos y 

también da buenos resultados. Namba y col. (2006) calcularon la adhesión de 

diversas bacterias al moco intestinal de carpa empleando un método basado en 

medir la densidad óptica de las bacterias que permanecían pegadas al mismo. 

Sica y col. (2012) realizaron ensayos para determinar la adhesión de las 

bacterias al moco cutáneo de trucha arcoíris utilizando portaobjetos y 

efectuando el recuento de las bacterias unidas al moco tras su tinción con el 

método Gram. 

7.3. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.3.1. Aislados bacterianos y de Saprolegnia parasitica 

Se utilizaron los 15 aislados bacterianos que fueron más inhibitorios in vitro 

frente a Saprolegnia parasitica y que a su vez resultaron apatógenos para la 

trucha arcoíris (cuadro 7.1). El aislado de S. parasitica (TRU8) fue el mismo 

que se empleó en los ensayos descritos en los capítulos anteriores. 
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Cuadro 7.1. Aislados bacterianos utilizados para las pruebas de adhesión al moco cutáneo de 

trucha común. 

Bacteria Referencia 

Aeromonas sobria LE 51 

Aeromonas sobria LE 74 

Aeromonas sobria LE 76 

Pantoea agglomerans LE 35 

Pantoea agglomerans LE 36 

Pantoea agglomerans LE 37 

Pseudomonas fluorescens LE 89 

Pseudomonas fluorescens LE 98 

Pseudomonas fluorescens LE 122 

Pseudomonas fluorescens LE 141 

Pseudomonas fluorescens LE 143 

Serratia fonticola LE 52 

Xanthomonas retroflexus LE 38 

Yersinia kristensenii LE 54 

Yersinia kristensenii LE 58 

 

7.3.2. Obtención del moco cutáneo 

El moco cutáneo se recogió de machos y hembras de trucha común 

(Salmo trutta L.) procedentes del Centro Piscícola de Vegas del Condado. Se 

utilizaron 4 truchas de cada sexo para preparar dos lotes de moco 

independientes. Los peces, con peso de 138,6 ± 76,5 g, se transportaron vivos 

en bolsas de plástico con agua del estanque (ver apartado 3.2.2) y una vez en 

el laboratorio se sacrificaron por contusión en la cabeza. El moco cutáneo se 

obtuvo raspando toda la superficie corporal con una espátula de plástico sobre 

una placa de Petri. A continuación se añadió una pequeña cantidad de PBS 

para facilitar la recogida del moco, que seguidamente se centrifugó dos veces a 

12 000 × g durante 5 min a 4 ºC para eliminar las células y partículas en 

suspensión. La concentración de proteínas del moco, que se calculó mediante 

el método de Bradford utilizando albúmina sérica bovina (ASB, Sigma) para 

elaborar la curva patrón, se ajustó a 0,5 mg ml-1 en PBS. Finalmente la 

suspensión de moco se esterilizó mediante exposición a luz ultravioleta durante 

30 min y se conservó a −20 ºC en alícuotas de 1 ml hasta su utilización. 
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7.3.3. Adhesión del moco cutáneo a la placa de poliestireno 

Para comprobar la adhesión del moco cutáneo de trucha a la placa de 

poliestireno se realizó un ELISA indirecto, basado en la unión de una lectina 

(dolichos biflorus lectin) a las glicoproteínas del moco, según el método descrito 

por Neuhaus y col. (2007). Este se llevó a cabo en placas de poliestireno de 96 

pocillos (Costar®, Corning Incorporated), que fueron tapizadas añadiendo a 

cada pocillo 25 µl del moco cutáneo, bien de macho o de hembra, por triplicado 

y en diluciones seriadas 1/10 a partir de la solución inicial del moco. Como 

testigos positivo y negativo se utilizó moco gástrico de cerdo (mucin from 

porcine stomach, Type II; 0,05 mg ml-1, Sigma) y albúmina sérica bovina    

(0,05 mg ml-1, Sigma), respectivamente. Después se añadió a cada pocillo     

75 µl de tampón de tapizado (16,8 g de bicarbonato sódico, 21,2 g de 

carbonato sódico por litro; pH 9,6) y se dejó incubar la placa 12 h a 4 ºC. 

Seguidamente se efectuaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0,05% y se 

bloqueó añadiendo a cada pocillo 150 μl de PBS-Albúmina Sérica Bovina al 1% 

(PBS-BSA), durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron otros tres 

lavados y se añadieron 100 μl de la lectina dolichos biflorus lectin (DBA, Sigma) 

conjugada con biotina (Sigma) diluida 1/1000 en PBS, incubando 1 h a 

temperatura ambiente. Tras otros 3 lavados se añadió a cada pocillo 100 μl de 

estreptavidina conjugada con peroxidasa (Sigma) diluida 1/2000 en PBS, 

incubαndose durante 30 min a temperatura ambiente. Despuιs de un nuevo 

ciclo de lavado se aρadieron 100 μl de solución cromógena (OPD Tablets, 

DakoCytomation) con un 0,04% de H2O2 al 30% y se incubó durante 15 min a 

temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se frenó la reacción con 

100 μl de H2SO4 0,5 M y se leyó la densidad óptica (DO) con una longitud de 

onda de 492 nm en un lector Titertek Multiscan. Todas las incubaciones se 

realizaron con las placas selladas. 
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7.3.4. Adhesión de las bacterias y de los quistes de Saprolegnia 

parasitica al moco cutáneo de trucha 

7.3.4.1. Tinción de las bacterias y de los quistes de S. parasitica 

Las bacterias se incubaron durante 3 días a 20 ºC en TSA, realizándose 

recuentos para ajustar su concentración a 109 bacterias ml-1 en TSB. Esta 

solución bacteriana se distribuyó en alícuotas de 1 ml y se conservó a −80 ºC 

hasta su uso, según el método descrito por Schroers y col. (2008). Se 

realizaron recuentos en placa, previamente a la realización de las pruebas de 

adhesión, para comprobar el porcentaje de supervivencia de las bacterias. 

Las alícuotas de las bacterias conservadas a −80 ºC se descongelaron y 

se centrifugaron a 10 500 × g durante 10 min a 4 ºC para eliminar el medio de 

cultivo. Tras ser resuspendidas en 1 ml de suero fisiológico estéril (0,9 % NaCl) 

se añadió el colorante fluorescente para ácidos nucleicos Syto® 9 (Invitrogen), 

en una proporción de 1 µl para las 109 bacterias. Después la suspensión 

bacteriana se centrifugó a 10 500 × g durante 10 min a 4 ºC y, tras eliminar el 

sobrenadante, las bacterias fueron resuspendidas en 1 ml de suero fisiológico 

estéril. Esta suspensión se analizó espectrofotométricamente en un lector 

Genios (Tecon) con filtro de fluorescencia (485 nm de excitación y 535 nm de 

emisión) y se comprobó la correcta tinción y la motilidad de las bacterias al 

microscopio (Nikon Optiphot 2 con un 

filtro B2A) (fig. 7.1). 

Las zoosporas de Saprolegnia 

parasitica se obtuvieron como se 

describió en el apartado 5.3.1.4. La 

suspensión de zoosporas, procedente 

de 5 placas de Petri con 20 ml de 

agua RFE, se centrifugó a 18 514 × g 

durante 20 min y seguidamente se 

resuspendió en suero fisiológico 

añadiendo el Syto® 9 a una concentración de 1 µl de colorante por cada 105 

quistes en 1 ml. La suspensión de quistes se volvió a centrifugar                    

3

0 
Fig. 7.1. Aeromonas sobria teñida con 
Syto® 9 (escala: 10 µm). 
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(18 514 × g, 20 min) para eliminar el 

colorante restante y a continuación se 

resuspendieron en 1 ml de suero 

fisiológico. Los quistes fueron analizados 

espectrofotométricamente y se comprobó 

si estaban correctamente teñidos al igual 

que se hizo con las bacterias (fig. 7.2). 

 

 

7.3.4.2. Pruebas de adhesión al moco 

Para realizar los ensayos de adhesión se utilizaron placas de poliestireno 

de 96 pocillos de color negro (Costar®, Corning Incorporated) (fig. 7.3) que se 

tapizaron con 25 µl de la solución de moco cutáneo diluida al 1/10, con lo que 

la concentración final de proteínas fue de 0,05 mg ml-1. Las soluciones de 

moco, tanto de macho como de hembra, se probaron por triplicado. La 

adhesión inespecífica se comprobó tapizando pocillos con moco gástrico de 

cerdo (mucin from porcine stomach, Type II; 0,05 mg ml-1, Sigma) y albúmina 

sérica bovina (ASB, 0,05 mg ml-1, Sigma). Después se añadieron a cada pocillo 

75 µl de tampón de tapizado (ver apartado 7.3.3) dejando incubar las placas 

toda la noche a 4 ºC. Tras realizar 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0,05%, se 

añadieron 25 µl de la suspensión de 109 bacterias ml-1 teñidas con Syto 9. Esta 

suspensión fue forzada hacia el fondo de los pocillos mediante centrifugado de 

las placas (163 × g, 12 s) y se dejó incubar a temperatura ambiente durante   

30 min en oscuridad con las placas selladas. Después se realizó la lectura de la 

fluorescencia generada por las bacterias añadidas a los pocillos utilizando 

como blanco suero fisiológico estéril. Se consideró que esta fue la lectura a 

tiempo 0 (T0). Los pocillos se lavaron con suero fisiológico, eliminando los 

restos de líquido mediante el centrifugado de las placas boca abajo sobre papel 

secante (163 × g, 12 s). Tras el lavado se realizó una segunda lectura de la 

fluorescencia (añadiendo previamente 50 µl de suero fisiológico en cada 

2

9 
Fig. 7.2. Quistes secundarios de 
Saprolegnia parasitica teñidos con 

Syto® 9 (escala: 10 µm). 
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pocillo) y la adherencia se expresó como el porcentaje de fluorescencia de las 

bacterias en esta segunda lectura respecto a la registrada a T0. 

Para las pruebas de adhesión con quistes se utilizaron las mismas placas 

de 96 pocillos de color negro tapizadas con moco cutáneo de macho y de 

hembra de trucha común, por triplicado, del mismo modo que en las pruebas 

con bacterias, y se siguieron los mismos pasos pero sustituyendo la solución 

bacteriana por la de 105 quistes ml−1. La adherencia se expresó igual que en 

los ensayos con bacterias. 

 

Fig 7.3. Placas de poliestireno de 96 
pocillos utilizadas en los ensayos de 
adhesión de las bacterias y de los quistes 
de Saprolegnia parasitica al moco cutáneo 
de trucha. 

 

 

7.3.5. Antagonismo de las bacterias frente a la adhesión de los 

quistes de Saprolegnia parasitica al moco cutáneo de trucha 

7.3.5.1. Preparación de los quistes y de las bacterias 

Los quistes de Saprolegnia parasitica, a una concentración de 105 quistes 

ml−1, se tiñeron como se ha descrito en el apartado 7.3.4.1. 

Las alícuotas de las suspensiones bacterianas (ver apartado 7.3.4.1) se 

descongelaron y centrifugaron a 10 500 × g durante 10 min para eliminar el 

medio de cultivo. Después se resuspendieron en 1 ml de suero fisiológico 

estéril y, utilizando esta suspensión bacteriana como la dilución inicial, se 

realizaron otras 5 diluciones seriadas 1/10. 

7.3.5.2. Pruebas de exclusión, competición y desplazamiento 

Se investigó si la bacteria potencialmente beneficiosa era capaz de influir 

negativamente en la adhesión del agente patógeno al moco cutáneo de trucha. 

En este sentido se estudió la “exclusión” del agente patógeno (primero se 
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añadió la bacteria y después Saprolegnia parasitica), la “competición” con el 

agente patógeno (la bacteria y S. parasitica se añadieron al mismo tiempo) y el 

“desplazamiento” del agente patógeno (primero se añadió S. parasitica y 

después la bacteria). El porcentaje de reducción de la adhesión se cuantificó 

comparando con el testigo en el que no se añadió la bacteria. 

Las pruebas se realizaron en las placas de poliestireno de 96 pocillos de 

color negro mencionadas anteriormente. Los pocillos se tapizaron con moco 

cutáneo de trucha macho tal como se ha descrito en los apartados anteriores. 

Se optó por el moco de macho ya que se observó una mejor adhesión que con 

el moco de hembra y porque los machos presentan una mayor incidencia de 

saprolegniosis (Richards y Pickering, 1979; Aller Gancedo y Fernández Díez, 

1987). Todas los ensayos se realizaron por triplicado. Para las pruebas de 

exclusión se añadieron 25 µl de cada dilución de las bacterias que se forzaron 

hacia el fondo mediante centrifugado de las placas (163 × g, 12 s). Tras incubar 

30 min a temperatura ambiente, los pocillos se lavaron con suero fisiológico, se 

añadieron 25 µl de la solución de quistes teñidos, se centrifugaron de nuevo las 

placas (163 × g, 12 s) y se dejaron incubar otros 30 min a temperatura 

ambiente en oscuridad. Para las pruebas de competición se añadieron 

simultáneamente a cada pocillo 25 µl de la suspensión de quistes teñidos y    

25 µl de cada dilución de bacterias, forzándolos hacia el fondo mediante 

centrifugado (163 × g, 12 s). Las placas se dejaron incubar durante 60 min a 

temperatura ambiente en oscuridad. Para las pruebas de desplazamiento se 

añadieron a los pocillos 25 µl de la suspensión de quistes teñidos y tras su 

centrifugado para forzarlos al fondo (163 × g, 12 s) se dejaron incubar durante 

30 min a temperatura ambiente en oscuridad. Después del lavado de los 

pocillos se añadieron 25 µl de la suspensión bacteriana, se centrifugaron de 

nuevo las placas (163 × g, 12 s) y se dejaron incubar otros 30 min a 

temperatura ambiente en oscuridad. Tras los 60 minutos totales de incubación, 

en las tres pruebas, se realizó un lavado para eliminar los quistes no adheridos 

al moco y se leyó la fluorescencia (después de añadir 50 µl de suero fisiológico 

en cada pocillo) utilizando como blanco suero fisiológico. Para los tres tipos de 

ensayo se prepararon testigos consistentes en añadir suero fisiológico en lugar 

de la suspensión de bacterias. El porcentaje de adhesión de los quistes en 
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presencia de bacterias fue comparado con el valor de referencia (considerado 

el 100%) de los testigos. Todas las incubaciones se realizaron con las placas 

selladas. 

7.3.6. Análisis estadístico 

Los resultados se expresan como la media  la desviación estándar de al 

menos tres experimentos independientes. Las diferencias en la adhesión de las 

bacterias a los diferentes sustratos fueron examinadas mediante la prueba t de 

Student y la prueba t de Student pareada. También se calculó el coeficiente de 

correlación de Pearson para determinar la posible relación entre la adhesión de 

las bacterias al poliestireno y al moco cutáneo de trucha macho. 

Para las pruebas de exclusión, competición y desplazamiento se utilizó el 

estadístico t de Student para determinar si las diferencias en la adhesión de los 

quistes eran estadísticamente significativas al comparar la presencia de 

bacterias con los testigos. En todos los casos los valores P<0,05 fueron 

considerados estadísticamente significativos. Los diferentes cálculos 

estadísticos se realizaron con el programa informático SPSS versión 16.0 y 

Microsoft Excel 2003. 

7.4. RESULTADOS 

7.4.1. Adhesión del moco cutáneo de trucha a las placas de 

poliestireno 

La prueba de ELISA evidenció que el moco cutáneo de trucha se adhiere a 

las placas de poliestireno. Los pocillos tapizados con el moco de trucha macho 

y con el de hembra, presentaban una densidad óptica de 2,56 ± 0,11 y        

2,63 ± 0,12, respectivamente, muy superior que en los tapizados con albúmina 

sérica bovina (0,87 ± 0,03) lo que, de acuerdo con Neuhaus y col. (2007), 

demostró la unión de la lectina DBA a las glicoproteínas del moco, 

concretamente a la alfa-galactosamina de la cadena glucídica. En los pocillos 

tapizados con moco gástrico de cerdo, que era el testigo positivo, la densidad 

óptica fue de 3,81 ± 0,16 (fig 7.4). 
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7.4.2. Adhesión de las bacterias al moco cutáneo 

Los resultados de estas pruebas se muestran en el cuadro 7.2. La 

adhesión de las 15 bacterias al moco cutáneo de trucha común macho fue en 

general baja, estando comprendida entre 1,7% (Aeromonas sobria LE 76) y 

15,3% (Pseudomonas fluorescens LE 141). La adhesión de las bacterias al 

moco de macho fue mayor que la adhesión al moco de hembra, siendo las 

diferencias significativas (t pareada, P<0,003). Sin embargo, esta adhesión al 

moco cutáneo de macho fue similar a la que presentaron las bacterias a la 

albúmina sérica bovina y al moco gástrico de cerdo (t pareada, P>0,05), siendo 

las diferencias significativas sólo en 5 aislados entre la adhesión al moco 

cutáneo de macho y a la albúmina sérica bovina, y en otros 5 aislados entre el 

moco cutáneo de macho y el moco gástrico de cerdo (t de Student, P<0,05). 

Además, en 2 aislados la adhesión al moco gástrico de cerdo fue 

significativamente superior a la adhesión al moco de trucha macho (t de 

Student, P<0,05). 

La adhesión de las bacterias al poliestireno fue similar a la observada al 

moco cutáneo de macho. Sólo hubo diferencias significativas con Aeromonas 

sobria LE 51 que tuvo una menor adhesión al poliestireno que al moco de 

macho, y con Pseudomonas fluorescens LE 141 en la que la adhesión fue 

menor al poliestireno que a ambos tipos de moco (t de Student, P<0,05). A su 

vez 7 bacterias tuvieron una mayor adhesión al poliestireno que al moco de 

macho, pero no hubo diferencias significativas (t de Student, P>0,05). Existió 

una correlación estadísticamente significativa entre la adhesión de las bacterias 

al poliestireno y al moco cutáneo de trucha macho (coeficiente de correlación 

de Pearson, r= 0,7408; P=0,0014, una cola). 

Fig 7.4. Prueba de ELISA para determinar la 
adhesión del moco cutáneo de trucha común a 
una placa de poliestireno. Filas A y B: moco 
cutáneo de truchas macho y hembra, 
respectivamente. Fila C: testigo positivo (moco 
gástrico de cerdo). Fila D: testigo negativo 
(albúmina sérica bovina). 
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7.4.3. Adhesión de los quistes de Saprolegnia parasitica al moco 

cutáneo de trucha 

La adhesión de los quistes al moco cutáneo de trucha macho fue elevada 

(88,9 ± 6,8%) y mayor que al moco de hembra (75,5 ± 7,5%), pero las 

diferencias no fueron significativas (t de Student, P>0,05). La adhesión de los 

quistes al moco de macho y al resto de sustratos tampoco fue 

significativamente diferente (t de Student, P >0,05) (fig. 7.5). 

 

Fig. 7.5. Porcentaje de adhesión (media + DE de tres experimentos) de los quistes 
de Saprolegnia parasitica al moco cutáneo de trucha común macho (MCM), al moco 
cutáneo de trucha común hembra (MCH), a la albúmina sérica bovina (ASB), al 
moco gástrico de cerdo (MGC) y al poliestireno. 

 

7.4.4. Pruebas de exclusión, competición y desplazamiento de 

Saprolegnia parasitica con bacterias 

Los resultados de estas pruebas se muestran en el cuadro 7.3. En 

condiciones de exclusión (cuando se añadió primero la bacteria y después los 

quistes de Saprolegnia parasitica), la adhesión de los quistes al moco cutáneo 

de trucha común macho fue reducida significativamente (t de Student, P<0,05) 

por 13 de los 15 aislados bacterianos probados, pero con diferente número de 

bacterias. Así, 4 de los aislados bacterianos lo hicieron hasta la tercera dilución 

(2,5 × 107 bacterias), 4 hasta la cuarta (2,6 × 106 bacterias), 3 hasta la quinta 

(2,5 × 105 bacterias) y 2 hasta la sexta (2,5 × 104 bacterias). Estos últimos 

aislados eran Pseudomonas fluorescens (LE 141) y Aeromonas sobria (LE 76). 
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Los porcentajes de reducción de la adhesión de los quistes de S. parasitica con 

las concentraciones efectivas de bacterias estuvieron comprendidos entre 

78,25 y 8,5%. 

En las pruebas de competición (bacteria y quistes se añadieron al mismo 

tiempo) la adhesión de los quistes fue reducida significativamente por los 15 

aislados bacterianos probados (t de Student, P<0,05), también con diferentes 

cantidades de bacterias. Uno de los aislados bacterianos disminuyó esta 

adhesión de forma significativa hasta la tercera dilución (2,5 × 107 bacterias), 7 

lo hicieron hasta la cuarta (2,5 × 106 bacterias), 5 hasta la quinta (2,5 × 105 

bacterias) y 2 hasta la sexta (2,5 × 104 bacterias). Estos últimos aislados eran 

de Aeromonas sobria (LE 74 y LE 76). Los porcentajes de reducción en la 

adhesión de los quistes de Saprolegnia parasitica con las concentraciones 

efectivas de bacterias oscilaron entre 88,03 y 7,42%. 

En las pruebas de desplazamiento (se añadieron primero los quistes y 

después la bacteria), 8 de los 15 aislados probados fueron capaces de reducir 

significativamente la adhesión de los quistes al moco cutáneo. De ellos, 6 lo 

hicieron hasta la tercera dilución (2,5 × 107 bacterias) y 2 hasta la cuarta      

(2,5 × 106 bacterias). Estos dos últimos aislados fueron de nuevo Aeromonas 

sobria LE 74 y LE 76. Los porcentajes de reducción de la adhesión de los 

quistes de Saprolegnia parasitica con las concentraciones efectivas de 

bacterias estuvieron comprendidos entre 28,16 y 5,24%. 

 

 

 

 

 

 



Adhesión de las bacterias al moco cutáneo de trucha 

112 

 

Cuadro 7.3. Porcentaje de reducción de la adhesión de los quistes de Saprolegnia parasitica al 

moco cutáneo de trucha común macho en presencia de diferente número de células de 15 

aislados bacterianos, bajo condiciones de exclusión, competición y desplazamiento. 

 

* Indica el porcentaje de reducción de la adhesión de los quistes de S. parasitica (alcanzado 

por el menor número de bacterias) que es significativo en comparación con el testigo (sin 

bacterias). 
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En la fig. 7.6 se representan los porcentajes de reducción de la adhesión 

de los quistes de Saprolegnia parasitica obtenidos por los 4 mejores de los 15 

aislados bacterianos, teniendo en cuenta las tres pruebas de exclusión, 

competición y desplazamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.6. Porcentaje de reducción de la adhesión de los quistes de Saprolegnia 
parasitica al moco cutáneo de trucha común macho (media + DE de tres 
experimentos), en presencia de los 4 aislados bacterianos que fueron eficaces en al 
menos dos de las tres condiciones probadas (exclusión, competición y 
desplazamiento); los resultados se expresan comparando con la adhesión de los 
quistes en los testigos (sin bacterias). * Indica el número mínimo de bacterias que 
redujo significativamente la adhesión de los quistes de S. parasitica. 

7.5. DISCUSIÓN 

Como se ha comentado anteriormente, la adhesión de la bacteria al moco 

del hospedador, y su capacidad para reducir la adhesión del agente patógeno, 

es una característica deseable en una bacteria que se pretenda utilizar en la 

lucha biológica frente a la enfermedad (Chabrillón y col., 2005). 

En el presente estudio se han encontrado porcentajes bajos de adhesión 

de las diversas bacterias al moco cutáneo de trucha común, no sobrepasando 

el 15,3%. El aislado bacteriano con mayor capacidad de adhesión fue 

Pseudomonas fluorescens LE 141, seguido por Pantoea agglomerans LE 35. 

La baja capacidad de las bacterias para unirse al moco de peces está en 
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concordancia con los resultados obtenidos por otros autores (Chabrillón y col., 

2005 y 2006; Balcázar y col., 2007), y especialmente con los obtenidos 

empleando moco cutáneo, ya que se ha observado en algunos casos una 

menor adhesión de las bacterias al moco cutáneo que al moco intestinal en 

trucha arcoíris y otras especies de peces (Chabrillón y col., 2006; Balcázar y 

col., 2007 y 2008). 

Se comprobó una mayor adhesión de las bacterias al moco de macho que 

al de hembra, lo que quizá podría influir en el tratamiento en el supuesto de que 

se llegasen a utilizar estas bacterias en el control biológico de la saprolegniosis, 

por lo habría que comprobar si dicha diferencia en la adhesión al moco 

requeriría una mayor concentración de bacterias en el tratamiento de las 

truchas hembra. 

La unión inespecífica se puede valorar probando la adhesión de las 

bacterias a la albúmina sérica bovina pues, como afirmaron Ouwehand y col. 

(2003), es improbable que éstas hayan desarrollado una afinidad específica por 

dicho sustrato. En este estudio las bacterias se adhirieron en porcentajes 

similares a la albúmina sérica bovina y al moco de trucha común macho. 

Balcázar y col. (2007 y 2008) encontraron mayor adhesión de las bacterias al 

moco intestinal de trucha arcoíris que a la albúmina sérica bovina, pero con el 

moco cutáneo no existieron estas diferencias. Sin embargo, en otro estudio la 

unión de las bacterias al moco intestinal y cutáneo de trucha arcoíris sí fue 

significativamente mayor que a la albúmina sérica bovina y también a la 

gelatina en la mayoría de aislados bacterianos probados (Nikoskelainen y col., 

2001). 

La adhesión de las bacterias al moco gástrico de cerdo fue en general 

menor que al moco cutáneo de trucha, pero no hubo diferencias significativas. 

Estos resultados sugieren que la adhesión al moco no se debe a uniones 

específicas, dependiendo más del aislado bacteriano que se prueba que del 

moco utilizado. La ausencia de especificidad de hospedador para la adhesión 

también fue encontrada por otros autores (Nikoskelainen y col., 2001; Rinkinen 

y col., 2003; Chabrillón y col., 2005 y 2006). Sin embargo, es una característica 
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deseable y por tanto recomendada como un criterio de selección de los 

posibles probióticos (Rinkinen y col., 2003; Chabrillón y col., 2005). 

La adhesión al poliestireno fue casi tan elevada como la observada en el 

moco cutáneo de trucha común macho, lo que está en concordancia con otros 

autores (Nikoskelainen y col., 2001; Balcázar y col., 2007). La alta adhesión de 

las bacterias al poliestireno se ha relacionado con interaciones hidrofóbicas 

(Balcázar y col., 2007 y 2008). Asimismo, la elevada hidrofobicidad de las 

bacterias ha sido considerada un indicador de buena capacidad de adhesión 

por algunos autores (Wadstroum y col., 1987; Balcázar y col., 2007; Pérez-

Sánchez y col., 2011), habiéndose encontrado en el presente estudio una 

correlación entre la elevada adhesión al moco cutáneo de trucha macho y la 

adhesión al poliestireno, al contrario que Balcázar y col. (2007). Sin embargo, 

Ouwehand y col. (1999) afirmaron que no existía relación entre la elevada 

hidrofobicidad de las bacterias y su buena capacidad adhesiva. Otro indicador 

de buena capacidad de adhesión es la autoagregación (Collado y col., 2008). 

En el presente capítulo se describe un nuevo método para estudiar tanto la 

adhesión de los quistes de Saprolegnia parasitica al moco cutáneo de trucha 

como la capacidad de las bacterias de reducirla bajo diferentes condiciones, 

basado en teñir los quistes con el colorante fluorescente Syto 9, lo que es más 

sencillo y de menor riesgo para el investigador que el uso de isótopos 

radioactivos. El elevado porcentaje en que los quistes secundarios de S. 

parasitica se adhieren al moco cutáneo de trucha podría deberse a que poseen 

haces de filamentos con ganchos, que han sido considerados una adaptación 

de las cepas más patógenas para permitir la unión de los quistes al hospedador 

(Pickering y Willoughby, 1982; Beakes, 1983). Sin embargo, no hemos 

observado diferencias significativas entre la adhesión de diversos aislados de 

S. parasitica y Saprolegnia diclina al moco cutáneo (datos sin publicar), por lo 

que otros factores como las glicoproteínas que rodean los filamentos podrían 

tener un papel importante en la fijación al pez (Burr y Beakes, 1994). La 

adhesión de los quistes fue mayor al moco cutáneo de trucha macho que al de 

hembra. Este hecho podría tener relación con la mayor incidencia de 

saprolegniosis en truchas macho encontrada por otros autores (Aller-Gancedo 

y Fernández-Díez, 1987). Al mismo tiempo, la menor cantidad de moco en la 
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piel de los machos de trucha común, que Pickering (1977) asoció con niveles 

de andrógenos plasmáticos más elevados, podría reducir la protección de la 

piel y contribuir también a la mayor predisposición de los machos a ser 

infectados tal como sugirió este autor. 

La capacidad de las bacterias de disminuir la adhesión de los quistes varió 

según las condiciones del experimento. Así, en las pruebas de exclusión casi 

todas las bacterias excluyeron a los quistes de Saprolegnia parasitica, pero con 

diferentes cantidades de células. Lo mismo sucedió con todos los aislados 

bacterianos en las pruebas de competición. En cambio, sólo la mitad de las 

bacterias consiguieron desplazar a los quistes del moco cutáneo, y además se 

necesitaron concentraciones más altas que en la exclusión y competición; esto 

podría ser debido a la alta capacidad de adhesión de los quistes de S. 

parasitica, lo que haría difícil eliminarlos del moco una vez que ya están unidos. 

Otros autores han realizado ensayos similares en moco cutáneo e intestinal de 

diferentes especies de peces, pero en su caso utilizaron patógenos 

bacterianos, obteniéndose resultados variados (Vine y col., 2004b; Chabrillón y 

col., 2005 y 2006; Balcázar y col., 2007 y 2008; Sica y col., 2012). 

Los aislados bacterianos que consiguieron reducir significativamente la 

adhesión de los quistes con las concentraciones bacterianas más bajas, 

pertenecían a la especie Aeromonas sobria seguida de Pseudomonas 

fluorescens. La bacteria Pseudomonas fluorescens LE 141, que presentó la 

mayor adhesión al moco cutáneo de trucha, obtuvo buenos resultados en las 

pruebas de exclusión y competición pero no desplazó a los quistes de 

Saprolegnia parasitica del moco. 

Las bacterias descritas en el presente estudio que han mostrado su 

capacidad para reducir la adhesión de los quistes de Saprolegnia parasitica al 

moco cutáneo de trucha, podrían ser buenas candidatas para su utilización en 

la lucha biológica frente a la saprolegniosis en los salmónidos, pero para 

confirmar dicha utilidad es necesario realizar ensayos in vivo con peces 

infectados.
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PRIMERA. La flora bacteriana cutánea de la trucha común y la de la trucha 

arcoíris son cualitativamente diferentes. Factores como el ambiente y los 

tratamientos del agua con desinfectantes influyen en su composición. La flora 

bacteriana de la piel sana y la flora de las lesiones de saprolegniosis presentan 

grandes diferencias cualitativas y cuantitativas. A su vez el número de bacterias 

en la piel de la trucha común es menor en otoño, que es cuando suelen 

aparecer los primeros peces con saprolegniosis en los ríos de León. 

SEGUNDA. Iodobacter fue el género bacteriano mayoritario en la piel de 

trucha común, Aeromonas en las lesiones de saprolegniosis de trucha común y 

Chryseobacterium en la piel de trucha arcoíris. 

TERCERA. Las bacterias con mayor poder inhibitorio in vitro frente a 

Saprolegnia parasitica pertenecen a los géneros Aeromonas, Pantoea, 

Pseudomonas, Serratia, Xanthomonas y Yersinia. Muchos de los aislados 

bacterianos son a su vez fungicidas para S. parasitica. Las sustancias 

extracelulares de algunos de los aislados también son capaces de inhibir in 

vitro el crecimiento de S. parasitica. 

CUARTA. Los aislados bacterianos utilizados no impiden la germinación 

de los quistes de Saprolegnia parasitica, pero reducen el crecimiento del 

micelio a partir de éstos con mayor eficacia que cuando el micelio ya está 

formado en los cañamones que se utilizan en los cultivos, lo que podría indicar 

que estas bacterias quizá tendrían una mayor acción preventiva que curativa 

en el supuesto de que llegasen a utilizarse en el control de la saprolegniosis. 

QUINTA. Los aislados bacterianos más inhibitorios frente a Saprolegnia 

parasitica se adhieren in vitro en un porcentaje bajo al moco cutáneo de trucha 

común, y más al de macho que al de hembra. Por el contrario, los quistes de S. 

parasitica se adhieren en un elevado porcentaje al moco, y varios de los 

aislados bacterianos reducen esta adhesión especialmente bajo condiciones de 

exclusión y competición. 

SEXTA. Los aislados bacterianos que tuvieron los mejores resultados en 

las pruebas in vitro de inhibición del crecimiento de Saprolegnia parasitica, y 

que a su vez fueron apatógenos para la trucha arcoíris, pertenecen a las 
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especies Aeromonas sobria y Pseudomonas fluorescens. Estas bacterias 

podrían ser buenas candidatas para su utilización en la lucha biológica contra 

la saprolegniosis, pero ello deberá demostrarse mediante estudios in vivo en 

trucha.
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ANEXO 1 

 

RELACIÓN DE ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS 

ADN: ácido desoxirribonucléico 

ANOVA: análisis de la varianza 

ARN: ácido ribonucléico 

ASB: albúmina sérica bovina 

BHI: brain heart infusion (infusión de cerebro y corazón) 

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (herramienta de búsqueda que 

compara una secuencia problema con otras existentes en las bases de datos 

localizando las más parecidas) 

cm: centímetro 

col.: colaboradores 

ºC: grados centígrados 

d: día 

DBA: Dolichos biflorus lectin (lectina de Dolichos biflorus) 

DE: desviación estándar 

D.O.: densidad óptica 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por Inmunoabsorción 

Ligado a Enzimas) 

EMBL: European Molecular Biology Institute (Instituto de Biología Molecular 

Europeo) 

fig: figura 

g: gramo 

GP: glucosa-peptona 

h: hora 

H2O2: peróxido de hidrógeno 

H2SO4: ácido sulfúrico 

KCl: cloruro potásico 

KH2PO4: fosfato de potasio monobásico 

KOH: hidróxido potásico 

K-W: prueba de Kruskal-Wallis 

L: litro 
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log: logaritmo en base 10 

M: molar 

mg: miligramo 

MgCl2: cloruro magnésico 

MgSO4: sulfato de magnesio 

min: minuto 

ml: mililitro 

mm: milímetro 

mM: milimolar 

Mn: manganeso 

l: microlitro 

m: micrómetro 

N: normal 

NaCl: cloruro sódico 

Na2HPO4: fosfato disódico anhidro 

NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional para la 

Información en Biotecnología, USA) 

ng: nanogramo 

nm: nanómetro 

OPD: o-phenylenediamine dihydrochloride (o-fenilendiamina dihidrocloruro) 

Pág: página 

PAS: periodic acid Schiff (ácido peryódico de Schiff) 

PBS: phosphate buffered saline (tampón fosfato salino) 

PCR: polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa) 

ppm: partes por millón 

p/v: peso/volumen 

RFE: agua de río filtrada y esterilizada 

rpm: revoluciones por minuto 

s: segundo 

SpHtp1: host-targeting protein 1 

TBE: Tris-borate-EDTA (tampón tris-borato-EDTA) 

TNPB: tryptone neutralised soya broth (caldo soja triptona neutralizado) 

TSA: tryptone soya agar (agar soja triptona) 

TSB: tryptone soya broth (caldo soja triptona) 



Anexo 1 

125 

 

UE: Unión Europea 

UFC: unidades formadoras de colonias 

V: voltio 

v/v: volumen/volumen
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          
 


  
   
 



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     



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   
       
          

     
      
 
      
     


        
      
     
      
       
      


  
       



        

       


       
       







 
 


      




     

    







  


     


          
  






        
        
       

      

  



      






        
 



 



      
 


       


 
        

     

       





 

  
 
 




     

       


 
     


  




 


 



       
       
        
  

      

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
         
       

 
 
  




    
         
     

      
         
     
 

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      
        

 



      


  
  









        
     

 










 

     

          
 
    
     

 






      
 



        


       

        
     
      






 
  



 
 
     
  


 
 

       


 
       

       

  

         
      



      
  

      

      

   
       
   

     
 
   

  




 


 
        

       



       
   
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
         
        
       
       
   

  


  
       
      



   

        

     
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 


       

 

       
        
     
      
  
 

  

     
 

      
      

      
     

    

      
        
      



      




         



  
       

      

 
     
    
       
  


     
   
    
        

 

   
       


 
 



      


 



   
       

      
     

       
     
       

        

       

     
 









   

 

 


   
       
       
       
   
         

       


 

     
    
      
 


 
        
       


 


      
       
       

        
  



 






        
      

      
  

     
      

 
 

   
 

     
 

  
      

    
     

   
  

      

      
 
  

      

       
       

    
  

       

       
 
       
  

    
  

  
         

   
 
  
 

    
     
  

       
  
 

  
        

     

      
 

         
     

  
         

  
 
       

     


  

    
      

  

   



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 

     
 

     

  


         
  

 

      

       
     

      


        

      

       
 










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










       









   



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






 
 
      
      


 
       

        
     



        


     
    
  
 
     
      
      









     




        

       



    
       
    

 
  
  

    

    
 

 










 
      
      
      

  
       

         

      
        
     
  


       
 
   
          
       






 

   
      
  
   
       
     
       
       
      
  

        
























   
  
         
     
     

     

       
        

 




 



 
         
      
 
        
        
     




       
         
      

 
 
 
      

  

  


        
   




   
    



        

      


 
       



      

        

      







      
 
 
       

   
       

    





   






      
















       

        
       
       
       
 




   
  
    




     

     

   
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












       







  
        
         
       
       
   
        
       


      
        
      
        


     
          
      
        
  
        
     

     
      

      


  
      
       





  
    

       

      
      
      
        
        
      
      
        
         

      
      
      
      
       



  
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 
      
        
       




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



         
     
       
 
    


      
        
         
   
          
     
      

      



   
  

     

   
   

     
   

   
   

     
   

   
   

     
   
   

     

   

     
   

     

   
   

     
   

     

   
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   
 

  
       
      
 
       

    
        
  
    
       

     
       

 
      
       

        



  

      



   
  






      

 
        

      
 



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


   
 
   

        
      


      
     
       
      
       
       
         
       
        
          
        
         

     
       





   
 
  

       



    
   

  

    
  
       
  

        

  
 

     
 

  
   



   
    


     
  

      

     
 

    
      
 
      
  

     
       
      
 
  

       
     
        
      
 


    

 

  
      

      
 
  

    
  

  
    

     
  

         
     

  
       

  

     
     
 

       
  
 

  
        

   
 
 

    
  
        
 
  

       


  

  
     
       
       

    
  
  


























































































    
 
 

        
 


 
  

    
   

    


      
 
  

     
 
       
 

     



    
  

         





      


  

   
  
   


      

       
 










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