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Resumen

La saprolegniosis produce pérdidas econdmicas importantes en el sector
de la acuicultura continental de salménidos 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 planted el presente trabajo de tesis
doctoral con el fin de obtener bacterias que puedan llegar a utilizarse en la
lucha biologica frente a la saprolegniosis.

Se efectudé un estudio cualitativo y cuantitativo de la flora bacteriana
cutanea de la trucha comun (Salmo trutta L.) y trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss Walbaum) y de su relacidén con algunos factores ambientales. Se utilizd
trucha comun sana y con saprolegniosis, procedente de dos rios y de un centro
reproductor de la provincia de Leon, obtenida en las cuatro estaciones del afo;
también trucha arcoiris sana, de tres piscifactorias de la provincia, recogida en
invierno. Las muestras, que se obtuvieron por raspado de la piel y de las
lesiones cutaneas, se cultivaron durante 7 d a 20 °C en agar triptona soja y
agar sangre calculandose las UFC cm™. Las bacterias de las colonias més
representativas se identificaron mediante pruebas fenotipicas tradicionales y
pruebas moleculares. La media de los recuentos bacterianos de la piel de
trucha comun sana fue unas 1000 veces inferior a la obtenida de las lesiones
de saprolegniosis, pero fue similar a la de piel sana de trucha comun enferma.
lodobacter sp. y Deefgea rivuli fueron las especies mas aisladas de la piel sana
de trucha comun, mientras que lodobacter sp. y Aeromonas sobria
predominaron en las lesiones de saprolegniosis. En la trucha arcoiris fueron
mas frecuentes Chryseobacterium, Staphylococcus y Pseudomonas, cada una
de ellas en una piscifactoria diferente. Se encontraron diferencias cuantitativas
y cualitativas en la flora de la trucha comun sana dependiendo de la estacion
del afio y punto de muestreo, confirmandose la importancia del medio ambiente
en la composicion de la flora cutanea. También se sugiere un posible papel
protector de la flora bacteriana cutanea frente a la saprolegniosis con base en

los resultados obtenidos.

Se realizaron pruebas de inhibicién in vitro frente a Saprolegnia parasitica
con 72 bacterias representativas de la flora cutanea. Se efectuaron ensayos en

placas de Petri con agar infusién cerebro-corazén, en medio liquido con

3



Resumen

caflamones 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 mas inhibitorias se determiné también su efecto
fungicida y se estudid si los sobrenadantes eran capaces de inhibir a S.
parasitica. De los 72 aislados bacterianos probados, 24 produjeron alta
inhibicion 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 procedian 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 produccion una sustancia inhibitoria extracelular.

Los 24 aislados bacterianos que produjeron mayor inhibicién in vitro de
Saprolegnia parasitica se inocularon en trucha arcoiris para comprobar su
inocuidad, caracteristica imprescindible para poder ser utilizados en la lucha
biolégica frente a la saprolegniosis. Lotes de 10 truchas se inocularon con 10°
células de la bacteria, la mitad de los peces por via intramuscular y la otra
mitad por via 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 apatégenos. Estos aislados,
excepto el de A. piscicola que fue patdgeno en un estudio posterior, fueron

seleccionados para realizar los ensayos restantes.

El moco cutdneo es la primera barrera que debe atravesar Saprolegnia
parasitica para infectar al pez, por lo que las bacterias capaces de reducir la
adhesion de S. parasitica al moco podrian ser Gtiles en la lucha biologica frente
a la saprolegniosis. Por este motivo se realizaron pruebas in vitro para
comprobar, tanto el grado de adhesion al moco cutaneo de trucha comun de
las 15 bacterias inhibitorias que fueron apatégenas, como la capacidad de
éstas para reducir la adhesiéon de los quistes de S. parasitica bajo condiciones
de exclusion, competicion y desplazamiento. La adhesion de las bacterias al

moco cutaneo fue en general baja. Un aislado de Pseudomonas fluorescens
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fue el que se adhiri6 en mayor porcentaje (15,3%). La adhesion de las
bacterias al moco de trucha comun macho fue superior al observado en el
moco de trucha hembra, pero similar a la union a otros sustratos. También
hubo correlacién entre la adhesion al moco de macho y al poliestireno. Estos
resultados sugieren que la unién de las bacterias a los sustratos se realiza de

forma inespecifica y que estan implicadas interacciones hidrofébicas.

Los quistes de Saprolegnia parasitica se adhirieron en un elevado
porcentaje al moco de trucha comun macho (88,9%). Casi todos los aislados
bacterianos consiguieron reducir significativamente este porcentaje bajo
condiciones de exclusibn 'y competicion, necesitandose diferentes
concentraciones de bacterias para este efecto. Sin embargo, solo la mitad de
los aislados bacterianos lograron desplazar a los quistes del moco siendo

necesarias las concentraciones mas elevadas de bacterias.

Algunos de los aislados bacterianos obtenidos podrian ser de utilidad en la
lucha bioldgica contra la saprolegniosis, lo que debera confirmarse con pruebas

in vivo.












Summary

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 Leon (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 °C 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. lodobacter sp. and Deefgea rivuli were the most isolated
species from healthy skin of brown trout, whereas on lesions of saprolegniosis
predominated lodobacter 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 10° 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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Introducciéon






Introduccion

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 salmoénidos continentales, principalmente en los meses del
otofio-invierno en torno a la freza, y en los reproductores y huevos de las

piscifactorias, lo que ocasiona pérdidas econémicas importantes.

La saprolegniosis se incluye dentro de las infecciones tegumentarias. El
crecimiento del agente patégeno tiene lugar en la epidermis y la dermis,
pudiendo en algunos casos alcanzar la musculatura superficial; en los peces
pequefios llega a invadir los oOrganos internos. Los peces enfermos se
reconocen facilmente por la presencia de lesiones cutaneas de color

blanquecino y aspecto algodonoso.

El control de la enfermedad puede ser complicado. Los tratamientos por
medio de compuestos quimicos presentan diversos inconvenientes, y los
métodos preventivos y de control zootécnico no siempre son eficaces. Por todo
ello, se plante6 la presente tesis doctoral con la pretensién de iniciar el
desarrollo de un método alternativo de lucha basado en el control biolégico 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 rapido desarrollo de la acuicultura en Europa y Norteamérica a finales
del siglo XIX y principios del XX, se sefialé la amenaza que constituian los
Oomycetes para una gran variedad de peces de agua dulce (Neish y Hughes,
1980).

En Espafia no se prestd atencion a esta enfermedad hasta que se produjo
una epizootia de saprolegniosis que afecté gravemente a las poblaciones de
trucha comun (Salmo trutta) de los principales rios de la provincia de Leén y
zonas limitrofes, en la década de los afios 80 (Aller Gancedo y Fernandez
Diez, 1984 y 1987).

Las especies del género Saprolegnia tienen un ciclo biolégico con
reproduccion asexual y sexual. En la reproduccion 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
mas tiempo, por lo que se consideran la principal forma de dispersion e
infeccion de Saprolegnia spp. (Hatai y Hoshiai, 1994; Andersson y Cerenius,
2002). En cuanto a la reproduccion sexual, tiene lugar mediante la produccion
de gametangios masculinos (anteridios) y femeninos (oogonios). La
fecundacion de los oogonios se produce por la entrada del contenido de la

célula anteridial dando origen a las oosporas que finalmente germinaran.

Durante afios el género Saprolegnia se encuadré taxonOmicamente dentro
del reino Fungi, pero actualmente se incluye en el reino Chromista. Segun 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 patégena 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; clasicamente se han utilizado estas estructuras para

identificar las distintas especies del género Saprolegnia.

Las técnicas moleculares basadas en la reaccibn en cadena de la
polimerasa han ayudado a clarificar la taxonomia del género. Diéguez-
Uribeondo y col. (2007) estudiaron la relacion filogenética de las especies del
complejo Saprolegnia diclina-Saprolegnia parasitica y la posicidon taxondmica
de las cepas asexuales patdgenas, llegando a la conclusion de que los aislados
de Saprolegnia patégenos para los peces, especialmente los procedentes de
salmoénidos, constituyen un taxén 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

patégenos.

La saprolegniosis puede afectar a los peces de agua dulce en todas las
fases de su ciclo biolégico, 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 salménidos y
en otros peces continentales, ademas de cangrejos de rio (Diéguez-Uribeondo
y col., 1994) y anfibios (Kieseker y col., 2001; Fernandez-Benéitez y col., 2008).
La enfermedad presenta una distribucion mundial (Wood y Willoughby, 1986) y
es diagnosticada con frecuencia en los paises de la mitad norte del Hemisferio
Boreal, que es el habitat natural de los salmonidos. Es de presentacion
frecuente en areas donde la cria de los salmoénidos esta ampliamente
desarrollada, como Europa, Norteamérica y Japon (Aller Gancedo, 1988%).
Tiene un impacto economico importante en los salmoénidos de cultivo, vy
también un alto impacto ecoldgico 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 via principal de contagio es la cutdnea, pero se ha sefialado la
posibilidad de que los propagulos 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 via digestiva (Neish y Hughes, 1980). En
las piscifactorias, durante la incubacion de los huevos, las zoosporas colonizan
primero los que estan 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 infeccion, entre los cuales destacan los
traumatismos (Rand y Munden, 1993; Fregeneda-Grandes y col., 2001), la
maduracion sexual (Aller Gancedo y Fernandez Diez, 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 patégenas de
Saprolegnia sean capaces de producir toxinas (Kales y col., 2007), aunque si
segregan sustancias con actividad proteolitica y lipolitica que podrian estar
relacionadas con el proceso de avance de las hifas (Pickering y Willoughby,
1982; Smith y col., 1994). El resultado de la infeccion es la destruccién de la
epidermis y la dermis, lo que da lugar a una grave alteracion del mecanismo de
osmorregulacion, que finalmente provoca la muerte del pez por un proceso de

hemodilucion (Richards y Pickering, 1979).
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Se considera que el principal mecanismo defensivo del pez lo desempeiian
el tegumento y el moco cutaneo, formando una barrera fisica que impide la
entrada de los agentes patdgenos (Pickering y Willoughby, 1982; Cross y
Willoughby, 1989). Existen evidencias de que hay una respuesta inflamatoria
frente a la infeccion, 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; Alvarez, 1992; Lopez-Doriga, 1995; de
Bruijn y col., 2012). También se ha demostrado la sobreexpresion de genes
que codifican para diversas sustancias relacionadas con la respuesta
inmunitaria, como citoquinas, proteinas 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 especifica son contradictorios,
aunque algunos estudios han demostrado la producciéon de anticuerpos
especificos frente a Saprolegnia sp. patdgena en varias especies de peces
(Hodkinson y Hunter, 1970; Fregeneda-Grandes y col. 2007 y 2009).

El diagnéstico clinico es relativamente facil por la observacion de las
lesiones cutaneas. Para confirmar el diagnostico hay que comprobar en el
laboratorio que el agente patdégeno pertenece al género Saprolegnia, que no se
trata de un hongo o seudohongo saprofito que colonizé los tejidos del pez post
mortem y que se trata de una infeccién primaria, no secundaria, a otros
procesos infecciosos o parasitarios (Aller Gancedo, 1988°). Una pequefia
porcion del micelio de la lesién cutanea, depositado en una placa de Petri con
agua destilada estéril a 10 °C durante 48 h, permite visualizar la morfologia de
los zoosporangios y, mediante microscopia de contraste de fases del fondo de
la placa, detectar los quistes secundarios con los filamentos largos y
germinacion indirecta caracteristicos de Saprolegnia parasitica (Willoughby,
1985). El aislamiento de Saprolegnia spp. puede realizarse en agar harina de
maiz, agar glucosa-peptona y en agua destilada o de rio con semillas de

canamo.

La formalina, cloruro sodico, permanganato potasico, peroxido de
hidrogeno, acido acético, sulfato de cobre y bronopol, son los productos mas

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

aparicion de la enfermedad.

La presente memoria de tesis doctoral consta de un capitulo en el que se
describen los objetivos, otro sobre los materiales y métodos comunes
empleados en los diferentes experimentos, y cuatro capitulos especificos
dedicados a caracterizar la flora bacteriana cutanea de la trucha y a estudiar su
posible utilidad en el control biolégico de la saprolegniosis, cada uno de los
cuales incluye su respectiva revision bibliografica, material y métodos,

resultados y discusion.
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Planteamiento y objetivos

La saprolegniosis es una enfermedad frecuente en los salménidos salvajes
y en los de cultivo en Espafia y otros paises. No hay estudios en los que se
compare la flora bacteriana cutanea de los peces sanos con la de los enfermos.
El conocimiento de esta flora es interesante por su posible implicacion en el
desarrollo de la saprolegniosis, asi como por la utilidad que pudieran tener las
bacterias que la componen en el control de la infeccion 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 accién inhibitoria frente a Saprolegnia spp. Se ha sugerido la posible
utilidad de estas bacterias anti-Saprolegnia o de sus productos en la lucha
biologica frente a la saprolegniosis, o que evitaria o reduciria el uso de
productos quimicos, cuya mala utilizacion en piscifactorias puede tener

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

Para que la aplicacién de la lucha biologica sea una realidad se necesitan
mas estudios. Se desconoce cuales son las bacterias con accion anti-
Saprolegnia que pudieran estar presentes en las truchas de nuestro area
geografica, asi como su posible utilidad en la lucha frente a la saprolegniosis de

los salmdénidos.

La busqueda de bacterias cutaneas con utilidad potencial para la lucha
biolégica se desarrolla en varias etapas, de las que citamos algunas de ellas.
En primer lugar deberan aislarse las bacterias de la piel del pez. Se efectuaran
pruebas in vitro para comprobar la capacidad inhibitoria de estas bacterias
frente al agente patégeno, aunque éstas pruebas no predicen exactamente el
efecto que tendran las bacterias in vivo. Se comprobaréa que las bacterias no
son patégenas para los peces. Se estudiardn otras propiedades de las
bacterias que pueden ser indicativas de su actividad in vivo, como la capacidad
de adherirse a la superficie cutdnea del hospedador, que es donde actua
Saprolegnia parasitica, asi como la capacidad de la bacteria para reducir la

adhesion de este organismo. Finalmente debera confirmarse la eficacia de las
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bacterias mediante pruebas in vivo con peces sometidos a la infeccion

experimental con S. parasitica.

Por todo lo dicho anteriormente, se planted la realizacion del presente

trabajo de tesis doctoral con los siguientes objetivos:

1. Aislamiento de las bacterias predominantes en la flora bacteriana
cutanea de trucha comun (de peces sanos y con saprolegniosis) y de trucha
arcoiris, procedentes de rios y piscifactorias de la provincia Ledn.

2. Comprobacion de la capacidad de las bacterias cutaneas de inhibir in

vitro el crecimiento de Saprolegnia parasitica.

3. Confirmacion de la ausencia de patogenicidad en trucha arcoiris de las
bacterias que presenten una mayor capacidad inhibitoria de Saprolegnia

parasitica in vitro.

4. Comprobacion de la capacidad de adhesion in vitro al moco cutaneo de
trucha de las bacterias con mayor actividad frente a Saprolegnia parasitica, asi
como su capacidad para impedir o dificultar la adhesién de S. parasitica al

moco cutaneo.
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Material y métodos generales

3.1. INTRODUCCION

En este capitulo 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
bacteriologicas. En los capitulos posteriores se describiran los materiales y

métodos especificos de cada uno de ellos.

3.2. MATERIAL Y METODOS PARA Saprolegnia spp.
3.2.1. Medios de cultivo
3.2.1.1. Cultivos en cafiamon

Se utilizaron para la identificacion de los aislados de Saprolegnia, la
produccion de zoosporas, las pruebas de inhibicion de Saprolegnia parasitica y

las pruebas de adhesién al moco cutaneo de trucha.

Las semillas de cafiamo (Cannabis sativa) se cortaron en dos mitades y se
esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos, desechandose las que perdieron la
testa. Para los estudios morfolégicos y la produccién de zoosporas y quistes,
los caflamones estériles se depositaron sobre agar glucosa-peptona en placas
de Petri en las que crecia el aislado de Saprolegnia. Los cafiamones, tras ser
colonizados, se trasplantaron a placas de Petri con 20 ml de agua de rio
previamente filtrada con papel coman de laboratorio y esterilizada (agua RFE).
Estos cultivos en medio liquido favorecen la produccion 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 biolégico 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 colonizacién de los cafiamones por S. parasitica, las pruebas de inhibicion y

la conservacion de los aislados de S. parasitica.
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La composicion del agar GP es la siguiente: agar 20 g I, glucosa 3 g I,
peptona 1 g I'*, MgSO, 7 H,O 0,128 g I'*, KH,PO, 0,0136 g I'*, Ca 8 mg I"*, Fe
0,5mgI*, Mn0,5mg It Cu0,1 mgltyZn 0,1 mgI* (Willoughby, 1994). Para
el aislamiento de Saprolegnia parasitica de las truchas enfermas se afadieron

0,2 mg ml™* de cloranfenicol (Sigma) para dificultar el crecimiento de bacterias.
3.2.2. Aislamiento e identificacién de Saprolegnia parasitica

Los aislados de Saprolegnia se obtuvieron a partir de truchas comunes
(Salmo trutta L.) enfermas de saprolegniosis procedentes del Centro Piscicola
de Vegas del Condado (Junta de Castilla y Leon). Tras su captura, las truchas
eran introducidas individualmente en bolsas de plastico con agua del estanque
a la que se inyectaba oxigeno utilizando una botella de 5 L y 200 bar de presién
(SEO S.A)) dotada de un reductor caudalimetro (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 realizé a partir de un mechén de micelio
de una de las lesiones, que se lavé varias veces con agua destilada estéril para
reducir la contaminacion bacteriana y que se sembré en agar GP con
cloranfenicol. Para la obtencién 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 comprobd por medio de la
observaciéon microscopica de una preparacion realizada con un mechon del
micelio y lactofenol azul de algodén, lo que permite ver la morfologia de las
hifas y de los zoosporangios.

Para confirmar la presencia de Saprolegnia parasitica se utilizé el método
descrito por Willoughby (1985). Con este fin se recogié un pequefio trozo de
micelio de una de las lesiones, se lavo tres veces en agua destilada estéril y se
depositdé en una placa de Petri con 20 ml de agua RFE. Seguidamente se
incubo a 10 °C en una estufa refrigerada (Memmert ICP 600) durante 48 horas,
tras lo cual se examiné el fondo de la placa para comprobar la existencia de
quistes con filamentos largos y germinacion indirecta, caracteristicos de S.

parasitica. Para ello se eliminé el agua de la placa, se colocaron varios
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cubreobjetos sobre la fina pelicula de agua que quedaba en el fondo y se
examind mediante microscopia de contraste de fases a 400 x con un

microscopio Nikon Optiphot-2.

La identificacion de la especie de Saprolegnia se basé en los criterios
morfologicos clasicos (Seymour, 1970; Willoughby, 1978). Con este fin se
prepararon cuatro placas de Petri con 20 ml de agua RFE y un cafiamon
colonizado por el aislado de Saprolegnia, incubandose dos placas a 20 °C y las
otras dos a 7 °C, ya que algunos aislados de Saprolegnia sélo producen
oogonios a temperaturas bajas (Willoughby, 1978, Diéguez-Uribeondo y col.,
2007). Las placas fueron examinadas peridodicamente con una lupa
estereoscopica (Kiowa SD-2PL) para comprobar la presencia de oogonios. Si
éstos se desarrollaban, se estudiaba su morfologia al microscopio Optico. Las
placas a 20 °C y 7 °C se incubaron durante 3 y 8 semanas respectivamente. En
los aislados que no desarrollaron oogonios se comprobd si reunian las
caracteristicas de Saprolegnia parasitica, basicamente la presencia de
filamentos largos en los quistes secundarios y la capacidad para germinar de

forma indirecta.
3.2.3. Conservacién de Saprolegnia parasitica

Se utilizaron frascos de vidrio tipo McCartney de 28 ml de capacidad,
cuello ancho y tapén de rosca, empleando como medio de cultivo 20 ml de
agua destilada y una semilla de cafiamo, lo que permite la conservacion de los
aislados de Saprolegnia durante bastantes afios (Aller Gancedo y col., 1999).
Para la conservacién a corto plazo y resiembras frecuentes también se usoé
agar GP en plano inclinado en estos frascos. En ambos casos la siembra se
realizd con un indculo 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 °C hasta que el micelio de Saprolegnia parasitica invadia 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 refrigeracion (4-7 °C).
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3.3. METODOS BACTERIOLOGICOS
3.3.1. Medios de cultivo

Para el aislamiento de bacterias de la piel de
trucha comun y trucha arcoiris 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

metodologia descrita en el apartado 4.3.2. Las

resiembras posteriores se realizaron en placas de

Petri con TSA mediante siembra por agotamiento Fig. 3.1. Siembra por
) i . agotamiento. Cultivo de
para obtener colonias aisladas (fig. 3.1). En todos Pseudomonas sp. en agar

. . . TSA, 3 dias a 20 °C.
los casos los medios de cultivo se incubaron a

20 °C durante 3 dias.
3.3.2. Conservacioén de las bacterias

Las bacterias se conservaron en caldo soja triptona (TSB; Cultimed) con
un 30% de glicerol, manteniéndose a -80 °C. Para ello se inoculé una sola
colonia en un frasco con 3 ml de TSB que se incubo toda la noche a 20 °C.
Después se centrifugd a 3000 x g durante 10 minutos y se eliminé el medio de
cultivo. Las bacterias se resuspendieron en TSB al que se afiadié un 30% de
glicerol. Alicuotas de 1 ml de esta suspension bacteriana se distribuyeron en
crioviales de 2 ml (Sterilin) y se guardaron en cajas especificas para

crioconservacion (Nalgene®).
3.3.3. Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se utilizaron para las pruebas de inhibiciéon 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 preindculos de las bacterias en frascos con 3 ml de
TSB y se dejaron incubar toda la noche a 20 °C. Después, 500 pul de este caldo
fueron inoculados en 25 ml de TSB y se incubaron en un agitador orbital

innova® 44 (New Brunswick Scientific) a 20 °C y 200 rpm. Se sigui6 la
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evolucion de la turbidez del cultivo a diferentes tiempos durante los dias
necesarios para cada especie bacteriana, midiendo la densidad 6ptica (D.O.) a
540 nm con un espectrofotometro Synergy HT (BIO-TEK). La representacion
grafica de la D.O. a lo largo del tiempo permitié construir la curva de
crecimiento. Al mismo tiempo se confeccioné una recta patron realizando
recuentos, en una camara de Neubauer (Albert Sass, Alemania), de
suspensiones bacterianas con D.O. conocida. Con esta recta, se pudo calcular
por extrapolacion la concentracion de bacterias que correspondian a los

valores de D.O. obtenidos en las lecturas del espectrofotometro.
3.3.4. Recuentos bacterianos

Para el célculo del nimero de bacterias existentes en las suspensiones

bacterianas se emplearon tres métodos.
3.3.4.1. Recuentos en camara

Se utilizé en las pruebas de inhibicion in vitro y de patogenicidad de las
bacterias (capitulos 5 y 6) tanto para conocer el numero de bacterias

correspondiente a una densidad Optica

determinada como para calcular

directamente la concentracion de bacterias.

SR e
el s

: = Para ello se utiliz6 una cémara de
Sl n g Neubauer (Albert Sass, Alemania) con un
S e =l reticulo de 0,00025 mm® (fig. 3.2). La

S el concentracion de bacterias se calculo

; Y mediante la media aritmética de los

Fig. 3.2. Recuento en camara recuentos obtenidos de tres muestras
de Neubauer: vista de un
cuadrado grande con células distintas.

de Aeromonas sp. (200 x).

3.3.4.2. Medicion de la densidad oOptica

Se empled en las pruebas de inhibicion in vitro (capitulo 5), ya que debido
a la elevada cantidad de aislados bacterianos que se iban a probar resultaba

mas rapido y practico. Durante la realizacion de la curva de crecimiento se
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habian efectuado recuentos en camara que se correspondian con una
determinada densidad oOptica a 540 nm. Por tanto, midiendo esta densidad
Optica en el momento de realizar las pruebas con la suspensién bacteriana, se

pudo determinar la concentracion de bacterias.
3.3.4.3. Recuentos en placa

Se utilizé en las pruebas de adhesion al moco cutédneo de trucha (capitulo
7), ya que debido al disefio del experimento se considerd lo mas adecuado. Se
realizaron diluciones seriadas 1/10 de la suspension bacteriana en caldo TSB y
se sembraron 100 pl de cada dilucién en placas de Petri con agar TSA por
duplicado, extendiendo la suspensién con una varilla de vidrio acodada
(fig. 3.3). Las placas se incubaron el tiempo minimo para que las colonias
pudieran ser observadas (24 h a 25 °C aproximadamente). Mediante el
recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC) en cada dilucion, que
se multiplicé por el factor de dilucién, se pudo conocer la cantidad de bacterias

en la dilucién inicial, que se conservé a 4 °C hasta su utilizacion.

Fig. 3.3. Recuento en placa.
Siembra en agar TSA para
determinar el nimero de unidades
formadoras de colonias.
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Flora bacteriana cutdnea de trucha comun y arcoiris

4.1. INTRODUCCION

La literatura cientifica sobre la flora bacteriana cutanea de diversas
especies de peces es abundante, pero ningun trabajo investiga la relacion de
esta flora con la presencia de saprolegniosis. Consideramos que su estudio
seria interesante en peces que padecen la enfermedad respecto a la busqueda
de bacterias con poder inhibitorio frente a Saprolegnia parasitica. En este
sentido se plante6é el estudio cuantitativo y cualitativo de las especies
bacterianas que forman la flora cutanea de la trucha comdn (Salmo trutta),
relacionando las variaciones en la flora con factores como la presencia o
ausencia de la enfermedad, el habitat de la trucha y la estacion del afio.
Igualmente se planteé un estudio mas reducido respecto a la flora bacteriana
cutanea de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Los objetivos concretos del estudio fueron los siguientes:

1. Obtener informacién sobre la composicion de la flora cutdnea
predominante en trucha comun y trucha arcoiris, tanto de individuos sanos

como enfermos de saprolegniosis.

2. Busqueda de posibles relaciones entre la composicion de la flora

cutanea en trucha comun y los factores relacionados con la saprolegniosis.

3. Obtencién de bacterias de la flora cutanea con potencial efecto
inhibitorio frente a Saprolegnia parasitica.

4.2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Las bacterias presentes en la piel de los peces afectados por Saprolegnia
parasitica podrian tener importancia en el desarrollo de la enfermedad, incluso
protegiéndolos de la infeccion (Petersen y col., 1994). Por tanto, el estudio de
la flora cutanea de las zonas donde se asienta la infeccion podria proporcionar
bacterias utiles en el control biolégico 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; Rany col., 2012).

La poblacion de los microorganismos presentes en la piel, branquias,
intestino y ambiente de los peces, también ha sido analizada con la intencion
de estudiar los factores relacionados con el deterioro del pescado o la
presencia de agentes patdgenos (De Lebn Fajardo y Marth, 1979; Abo-Elnaga,
1980; Olayemi y col., 1991; Acuff y col., 1984; Gonzalez y col., 1999 y 2000; de
Sousa y Silva-Souza, 2001). Algunos trabajos se han centrado en la influencia
gue 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 Ilimitado a la busqueda de grupos de
microorganismos especificos (Gonzélez y col., 2001). Algunos autores han
relacionado la flora cutdnea con una determinada enfermedad, como Nilsen y
col. (2005) que estudiaron las variaciones en la flora del salmoén y el bacalao en
relacion con con un sindrome que se caracteriza por la aparicion de ulceras

cutaneas durante el invierno y cuyo agente etioldgico es Moritella viscosa.

La importancia de conocer el nimero y tipo de microorganismos presentes
en la piel de los peces, en relaciébn con su receptividad a la infeccién por
Saprolegnia parasitica, ha sido sefialada por Petersen y col. (1994). Sin
embargo, hasta donde nosotros conocemos, sélo existe una comunicacién a un
congreso (Viljlamma y col. 2005) en la que se vincula la presencia de la
saprolegniosis con los microorganismos de la flora cutanea, de modo que en
piscifactorias donde existia o habia existido la enfermedad se aislaban con

frecuencia bacterias del género lodobacter.

En los estudios sobre la flora cutanea de peces se han empleado diversas
técnicas de recogida de muestras, lo que hace dificil la comparacion de unos
con otros. Algunos autores utilizaron hisopos de algodén (Olayemi y col., 1991)
o de alginato (Horsley, 1973; Nedoluha y Westhoff, 1997). Otros autores
optaron por realizar una biopsia de un area determinada de piel,

homogeneizandola 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).
Gonzélez y col. (1999 y 2000) utilizaron un cilindro de metal raspando los
6,5 cm? 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, encontrandose diferencias

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

El tiempo que transcurre entre la recogida de los peces y la obtencion de la
muestra es importante para obtener unos resultados fiables. La mayoria de
autores transportan los peces al laboratorio una vez sacrificados. Los medios
de cultivo utilizados y las condiciones de cultivo también varian de unos
estudios a otros, dependiendo del tipo de microorganismos que se busque en
cada uno de ellos. Asi, la mayoria utilizan medios generales como el agar
triptona o tripticasa soja (Acuff y col., 1984; Nieto y col., 1984; Gonzalez y col.,
1999; de Sousa y Silva-Souza, 2001), estos mismos medios con adicién de
NaCl (Al-Harbi y Uddin, 2004), “Plate Count Agar’ con triptona, dextrosa y
extracto de levadura (de Leén 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
cutdnea, ya que en la piel la flora esperada es aerobia (Horsley, 1973).
También se emplean métodos de biologia molecular, que no necesitan del
cultivo de las bacterias, lo que posibilita la deteccion 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 purificacion e identificacion con el fin de obtener la
composiciéon 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 Ledn Fajardo y Marth, 1979; Nedoluha y Westhoff, 1997,
Gonzalez y col., 1999 y 2000). Otros, sin embargo, eligen las colonias mas

representativas segun la morfologia 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 identificacion de las bacterias que componen la flora se ha realizado
durante mucho tiempo con métodos tradicionales, como son la tincion Gram y
pruebas bioquimicas (Georgala, 1958; Horsley, 1973; de Ledn Fajardo y Marth,
1979; Nieto y col., 1984; Olayemi y col., 1991; Gonzéalez y col., 1999 y 2000; de
Sousa y Silva-Souza, 2001; Al Harbi y Uddin, 2005). También se han utilizado
galerias comerciales de identificacion (de Sousa y Silva-Souza, 2001; Al Harbi
y Uddin, 2005), pero éstas son poco adecuadas para identificar bacterias
ambientales por tener un namero 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 cromatografia gaseosa
de acidos grasos bacterianos (Nedoluha y Westhoff, 1997). Los estudios mas
recientes prefieren utilizar la secuenciacion del gen 16S del ARN ribosémico
(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 mas preciso
en la identificacion y menos ambiguo, en general, que las pruebas bioquimicas
(Bosshard y col., 2006).

4.3. MATERIAL Y METODOS
4.3.1. Peces y lugares de muestreo

Se recogio trucha comun (Salmo trutta) en tres lugares de la provincia de
Ledn: a) rio Porma, donde han existido brotes de saprolegniosis desde hace
afos; b) rio Omafa, donde muy raramente se han encontrado truchas con esta
enfermedad; y c¢) Centro Piscicola de Vegas del Condado (Junta de Castilla y
Ledn), que se abastece de agua del rio 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 habia, con una periodicidad estacional, comenzando
en abril del 2006 y finalizando en enero del 2007. Se intentd seleccionar el

mismo numero de machos que de hembras. La temperatura del agua en cada
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punto de muestreo vario entre 6 °C en invierno y 11,5 °C en otofio en el rio
Porma, entre 4 °C en invierno y 13 °C en verano en el rio Omafia y entre 6 °C
en invierno y 11 °C en verano en el Centro Piscicola. El nimero total de truchas
recogidas fue de 96 (78 sanas y 18 enfermas de saprolegniosis). Se realiz6 un
muestreo adicional de 6 truchas comunes con saprolegniosis (28,1 + 6,2 cm,
271,8 £ 197,7 g) en el Centro Piscicola de Vegas del Condado, en enero de
2008 (temperatura del agua 7 °C), para disponer de un mayor numero de

muestras de piel sana de truchas con saprolegniosis.
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Fig. 4.1. Localizacion geogréfica de los puntos de muestreo de trucha comun en el
rio Omafia (El Castillo), rio Porma (entre Cerezales y Castrillo del Condado) y
Centro Piscicola (Vegas del Condado), y de trucha arcoiris de piscifactorias situadas
en el rio Duerna (Velilla de la Valduerna), rio Orbigo (Villanueva de Carrizo) y rio

Porma (Castrillo del Condado).

También se recogid trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en tres
piscifactorias comerciales de la provincia de Ledn: a) Piscifactoria Villanueva,
situada junto al rio Orbigo en Villanueva de Carrizo; b) Piscifactoria Los
Leoneses, situada junto al rio Porma en Castrillo del Condado; y c) Piscifactoria
Las Zayas, situada junto al rio 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 Q)
gue se recogieron entre diciembre de 2007 y enero de 2008 (temperatura del

agua de 3,5 °C, 4,5 °C y 6 °C en las piscifactorias del Orbigo, Porma y Duerna,
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respectivamente). El nUmero total de truchas arcoiris analizadas fue de 14 (4

de la piscifactoria del Orbigo, 4 de la del Porma y 6 de la del Duerna).

La captura de las truchas en los rios se realizé con la colaboracion del
personal de la Seccion de Vida Silvestre 1l (Pesca) de Ledn, perteneciente al
Servicio Territorial de Medio Ambiente de la Junta de Castilla y Leon, utilizando
un equipo de pesca eléctrica propiedad de dicho Servicio Territorial. Tras su
captura, las truchas eran introducidas individualmente en bolsas de plastico con
agua de rio a la que se inyectaba oxigeno. Este sistema de transporte

aseguraba la llegada de las truchas vivas al laboratorio.
4.3.2. Toma de muestras cutaneas y aislamiento de bacterias

Una vez en el laboratorio, las truchas fueron sacrificadas mediante
contusién en la cabeza siempre dentro de las dos horas siguientes a su
captura. A continuacion se lavé suavemente la superficie cutdnea con agua
destilada estéril tratando de reducir las bacterias contaminantes procedentes
del ambiente. La muestra se recogié por encima de la linea 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. Ademas, en las truchas con
saprolegniosis recogidas en el Centro Piscicola en enero de 2007 y enero de
2008, se muestred también una zona de piel sana. Para la obtencion de la
muestra se situdé sobre la piel un sacabocados de 16 mm de didmetro, que
delimitaba un area de 2 cm? que se sometié a un intenso raspado con una
espatula metélica previa adicion de 1 ml de PBS (8mM NayHPO4, 1,5 mM
KH2POyg4, 2,5 mM KCIl y 138mM NaCl) como diluyente (fig. 4.2). La suspension
asi formada se retiraba con una pipeta Pasteur (fig. 4.3), realizandose
diluciones seriadas 1/5 para las muestras de piel sana y 1/10 para las de
lesiones. Una alicuota de 100 pl de la suspension inicial y de tres diluciones de
las muestras de piel sana y de ocho de las de lesiones, se extendié en placas
de Petri con agar TSA y con agar sangre. Las placas se incubaron a 20 °C
durante 7 dias (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/cm? se calcularon a partir del
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namero 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 més abundantes se seleccionaron por su morfologia, preferentemente
de las placas con 30-300 colonias, resembrandose repetidamente en agar TSA
hasta obtener cultivos puros. Estas bacterias se conservaron a =80 °C en caldo

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

Fig. 4.2 a 4.4. Obtencion de la muestra cutdnea en una trucha arcoiris. 4.2. Raspado
de la superficie cutanea delimitada por un sacabocados de 16 mm de diametro, tras
haber afiadido 1 ml de PBS. 4.3. Recogida de la suspension formada tras el
raspado. 4.4. Aspecto de la superficie cutanea después de obtener la muestra
(flecha).

Fig. 4.5 a 4.7. Cultivos de raspados cutaneos de trucha en TSA a 20 °C. 4.5. Cultivo
de 3 dias de una trucha arcoiris sana. 4.6. Cultivo de 7 dias de una trucha comun
sana procedente de un estanque tratado con desinfectantes. 4.7. Cultivo de 3 dias
de una lesién de saprolegniosis de una trucha comun.
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4.3.3. Identificacion de las bacterias con pruebas tradicionales

La identificacion de las bacterias con técnicas tradicionales se basoé en las
pruebas siguientes: morfologia y pigmentacion de la colonia; tincion de Gram y
reaccion con KOH al 3%; motilidad en caldo nutritivo (Scharlau); actividad
catalasa en 3% (v/v) de agua oxigenada; actividad oxidasa (Pathotec®
Cytochrome oxidase, Remel); hemdlisis 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 vibriostatico
0/129 (Oxoid) (para bacilos Gram-negativos y oxidasa positivos); y test Klieger
(en tubos con 5 ml de medio Klieger y solo para géneros de la familia
Enterobacteriae). Ademas, con 50 bacterias Gram-negativas se utilizaron
galerias comerciales de identificacion API20 E y API20 NE (Biomerieux®), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, realizandose la interpretacion de
los resultados a las 48 horas de incubacion utilizando el programa informético
APILAB Plus version 3.2.2.

4.3.4. Identificacién de las bacterias con pruebas moleculares

Una colonia de cada aislado bacteriano puro fue inoculada en frascos con
3 ml de caldo TSB incubandose durante 24 h a temperatura de laboratorio.
Tras centrifugar a 3000 x g durante 10 min el ADN de las bacterias se extrajo
utiizando un kit de extraccion (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) vy
rPs23S (5"-ACCGTATGCGCTTCTTC ACTTGACC-3") (Invitrogen) para la
identificacion de la especie, de modo que también se amplificdé un fragmento
del gen 23S rRNA (Locatelli y col., 2002). La mezcla de la reaccion en cadena
de la polimerasa contenia 0,22 mM de cada desoxinucleotido trifosfato, 1 U Taq

DNA polymerase (Invitrogen), 1x polymerase reaction buffer (Invitrogen),
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1,65 mM MgCl,, 12,5 pM de cada cebador y 10 pyl de ADN (=1 ng), en un
volumen total de 60 pul. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 3 min
de desnaturalizacién inicial a 95 °C, seguida por 35 ciclos de desnaturalizacién
durante 1 min a 95 °C, anillamiento durante 1 min a 56 °C, y extension durante
2 min a 72 °C. Después se efectud una extension final durante 10 min a 72 °C.
En cada reaccion de PCR se incluyeron testigos negativos reemplazando el
ADN por agua destilada estéril. Los productos de la amplificacion se analizaron
en un gel de agarosa (Pronadisa) al 1% (p/v) en TBE (Tris-boric-EDTA,
0,089 M Tris, 0,089 M acido bdrico y 0,0025 M EDTA) con 100 ppm de
GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium), mediante electroforesis a 100 V
durante 45 min utlizando una fuente EPS 200 (Pharmacia Biotech) y
visualizandose las bandas obtenidas con ayuda de un transiluminador de luz
ultravioleta (UV Transilluminator 2000). Los productos de la PCR fueron
purificados con un lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE

Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las reacciones de secuenciacion fueron realizadas mediante un
DYEnamic ET dye terminator kit (Amersham Biosciences) seguido por la carga
de las muestras en un secuenciador automético 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 informatico Chromas Pro version 2.13 y las secuencias
directa e inversa se compararon Yy 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 pagina web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). El limite fijado
para dar por exitosa una identificacion como especie fue una identidad 298%.
Si esto no era posible se aceptaba la identificacion del género cuando la
identidad era 295%.
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Con un aislado de Aeromonas sp. se identificd posteriormente la especie

mediante la secuenciacion parcial del gen gyrB, por necesidades del estudio.
4.3.5. NiUmeros de acceso a las secuencias de nucleétidos

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 niumeros de acceso FN908434 a FN908459.

4.3.6. Aislamiento e identificacién de Saprolegnia parasitica

Se recogieron muestras del micelio de las lesiones de todas las truchas
clinicamente 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. Analisis estadistico

Para determinar si las diferencias entre las medias o las medianas de los
recuentos bacterianos (tras su transformacion logaritmica) eran significativas
(P<0,05) se utilizaron las pruebas estadisticas de Analisis de la Varianza
(ANOVA) o Kruskal-Wallis (K-W) dependiendo del resultado de la prueba de
Barlet de homogeneidad de las varianzas. Los célculos estadisticos fueron
realizados utilizando el programa informatico Epi Info™ versién 3.2.2 (Center for

Diseases Control and Prevention).
4.4. RESULTADOS

4.4.1. Datos cuantitativos de la flora bacteriana cutanea

Las medias de los recuentos bacterianos por cm? de piel (UFC cm?) de

cada tipo de muestra estan representadas en las figuras 4.8 a 4.11.
4.4.1.1. Trucha comun

En las truchas sanas los recuentos bacterianos estuvieron comprendidos

entre 2 x 10' y 6,4 x 10° UFC cm™ (media geométrica 57,28). En las truchas
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con saprolegniosis los recuentos en la piel sana estuvieron entre 1,5 x 10 y
1,9 x 10® UFC cm™ (179,14) y en las lesiones entre 4,2 x 10' y 1,6 x 10°
UFC cm™ (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 comun 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™ en otofio y 167,61 UFC cm? en primavera, y entre
21,77 UFC cm™en el centro piscicola y 90,14 UFC cm™ en el rio Omafia. Por el
contrario, los recuentos bacterianos en las lesiones de saprolegniosis en cada
estacion o lugar de muestreo no fueron diferentes (ANOVA, P>0,05) (fig. 4.9y
4.10).

4.4.1.2. Trucha arcoiris

Los recuentos bacterianos en la piel de trucha arcoiris sana oscilaron entre
0,2 x 10" y 2 x 10° UFC cm? (media geométrica 49,40) (fig. 4.11). Se
encontraron diferencias significativas (ANOVA, P<0,005) entre los recuentos de
cada una de las tres piscifactorias comerciales muestreadas, oscilando sus
medias entre 12,25 UFC cm™ en la piscifactoria ubicada en el rio Porma y
833,5 UFC cm™ en la piscifactoria del rio Orbigo (fig. 4.11).
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Fig. 4.8 a 4.11. Namero de bacterias (media + DE) presentes en la piel de trucha
comun y de trucha arcoiris en relacién con los factores siguientes: 4.8. Especie y
estado de la piel; 4.9. Estacion del afio; 4.10. Lugar de procedencia de la trucha
comun; 4.11. Piscifactoria de la trucha arcoiris. No hubo truchas con saprolegniosis
en verano y tampoco en el rio Omafa. Las medias significativamente diferentes del
resto estdn marcadas con un asterisco.

4.4.2. Datos cualitativos de la flora bacteriana cutanea

Se seleccionaron 137 bacterias para su identificacion, 119 obtenidas de
trucha comun y 18 de trucha arcoiris.

De las 119 bacterias de trucha comuan, 61 procedian de truchas sanas y 58
de truchas con saprolegniosis (13 de piel sana y 45 de lesiones). De estas 119
bacterias en 61 se identific6 correctamente el género con los métodos
fenotipicos tradicionales. Respecto a las 50 bacterias Gram-negativas con las
gue se utilizaron las galerias API, en 15 se identific6 correctamente la especie,
en 16 el género y 19 no pudieron ser identificadas. Por el contrario las 119
bacterias fueron identificadas utilizando la secuenciacion del gen 16S ARNr (y
23S en Pseudomonas spp.), en 71 la especie y en 48 el género. Ademas, por
secuenciacion parcial del gen gyr B una Aeromonas sp. se identific6 como
Aeromonas piscicola. Los resultados de las pruebas tradicionales, las galerias
API y las pruebas moleculares fueron idénticos respecto a los géneros

identificados. También hubo concordancia entre las galerias APl y la

46



Flora bacteriana cutdnea de trucha comun y arcoiris

identificacion molecular de la especie en todas las bacterias identificadas,
excepto en dos, para las cuales se acepto la identificacion molecular por ser
mas fiable.

Respecto a las 18 bacterias de trucha arcoiris seleccionados para su
identificacion, 8 procedian de la piscifactoria del Orbigo, 4 de la del Porma y 6
de la del Duerna. En todas las bacterias se identific6 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 cutanea de
trucha comun y trucha arcoiris estan representadas en el cuadro 4.1. Las
especies aisladas con mayor frecuencia de la piel de trucha comun sana fueron
lodobacter sp., Deefgea rivuli y Yersinia kristensenii (todos los aislados de
Yersinia se obtuvieron en verano). En la trucha comun con saprolegniosis las
especies predominantes en la piel sana fueron lodobacter sp. y Deefgea rivuli,
y en las lesiones lodobacter sp., Aeromonas sobria y Aeromonas sp. Respecto
a las principales especies aisladas de trucha arcoiris, en la piscifactoria del
Orbigo fueron Chryseobacterium sp. y Rhodococcus sp., y el resto bacilos
Gram-positivos no identificados; en la piscifactoria del Porma Staphylococcus
sp., Frigoribacterium sp. y Moraxella osloensis; y en la piscifactoria del Duerna
Pseudomonas fluorescens y Staphylococcus sp., clasificandose el resto como
bacilos Gram-negativos no identificados.
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Cuadro 4.1. Identificacion taxondmica de 137 aislados bacterianos obtenidos de la piel de

trucha comun sana, trucha comun con saprolegniosis y trucha arcoiris sana.

Trucha comun
Trucha con Trucha
Bacteria comun saprolegniosis arcoiris

sana Piel . sana
Lesiones
sana

Total de
aislados

Achromobacter xylosoxidans
Acinetobacter Iwoffii
Acinetobacter sp.
Aeromonas piscicola
Aeromonas popoffii
Aeromonas salmonicida
Aeromonas sobria
Aeromonas sp.

Bacilo Gram-negativo
Bacilo Gram-positivo
Brevundimonas nasdae
Carnobacterium maltaromaticum
Chryseobacterium sp.
Deefgea rivuli
Flavobacterium succinicans
Flavobacterium sp.
Frigoribacterium sp.
lodobacter fluviatilis
lodobacter sp.
Janthinobacterium lividum
Jantinobacterium sp.
Kocuria rhizophila

Kurthia zopfii
Microbacterium foliorum
Microbacterium hydrocarbonoxydans
Microbacterium phyllosphaerae
Microbacterium sp.
Moraxella osloensis
Pantoea agglomerans
Plantibacter agrosticola
Pseudomonas fluorescens
Rhodococus fascians
Rhodococcus sp.

Serratia fonticola
Staphylococcus pasteuri
Staphylococcus sp.
Xanthomonas retroflexus
Yersinia enterocolitica
Yersinia intermedia
Yersinia kristensenii

Total
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Las especies bacterianas aisladas con mayor frecuencia de la piel de
trucha comun sana en cada estaciéon y punto de muestreo se indican en el
cuadro 4.2. En primavera, Yersinia enterocolitica, lodobacter fluviatilis y
Deefgea rivuli fueron las especies mas frecuentemente aisladas en las truchas
de los rios Porma y Omafia, ademas de Rhodococcus sp. pero sélo en este
altimo rio; en las truchas del Centro Piscicola no hubo crecimiento bacteriano
en esta estacion. En verano predominaron los aislamientos de lodobacter sp. y
miembros de la familia Enterobacteriaceae, con la mayoria de estos ultimos
procedentes del rio Omafia. En otofio destacOd Staphylococcus sp., sobre todo
en las truchas del rio Omafa, mientras que en el Centro Piscicola fue Kocuria
rhizopila. En invierno predominé Deefgea rivuli, que se aislo de los rios Porma
y Omafa, seguida por lodobacter sp., Chryseobacterium sp. vy
Janthinobacterium lividum.
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Las especies bacterianas aisladas de lesiones de saprolegniosis en cada
estacion y punto de muestreo se muestran en el cuadro 4.3. En primavera soélo
se dispuso de truchas con saprolegniosis procedentes del Centro Piscicola,
donde las bacterias mas frecuentemente aisladas fueron, en este orden,
lodobacter sp., Aeromonas sobria y Aeromonas sp. En verano no se
encontraron truchas con saprolegniosis en ninguno de los puntos de muestreo.
En otofo las especies mas frecuentemente aisladas fueron Aeromonas sobria
en el Centro Piscicola y Aeromonas popoffii en el rio Porma. En invierno
lodobacter sp. fue la que mas se aislo, sobre todo en el Centro Piscicola,
seguida por Pseudomonas fluorescens también mas en este punto. En el rio
Omafia no se encontraron truchas con saprolegniosis en ninguna de las cuatro

estaciones.
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Cuadro 4.3. Nimero de aislados bacterianos de las especies mas representativas obtenidas
de las lesiones de saprolegniosis en trucha comudn, 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 rio Omaina.

Primavera Otofio Invierno
Bacteria
cp  Rrp? cP RP cP RP

Acinetobacter Iwoffii - - - 1 - -
Acinetobacter sp. - - - 1 - -
Aeromonas piscicola 1 - = - - -
Aeromonas popoffii - - - 3 _ -
Aeromonas salmonicida 1 - - 1 - 1
Aeromonas sobria 2 - 4 1 1 2
Aeromonas sp. 1 - 1 1 3 -
Camobactenum maltaromaticum - - - - 1 -
Flavobacterium sp. - - = - 1 -
lodobacter fluviatilis - - - - 1 -
lodobacter sp. 4 - 1 - 5 1
Kurthia zopfii - - - 1 - -
Pseudomonas fluorescens - - - - 3 1
Staphylococcus sp. - - - - 1 -
Total 9 0 6 9 16 5

& Cp: Centro Piscicola de Vegas del Condado
@ RP: Rio Porma
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4.4.3. Identificacién de los aislados de Saprolegnia

Todos los aislados de Saprolegnia presentaban las caracteristicas
morfolégicas propias de Saprolegnia parasitica, entre ellas los quistes
secundarios con filamentos largos y el predominio de la germinacion indirecta.
Ninguno de estos aislados de S. parasitica desarrollé6 oogonios en los cultivos

realizados a 7 y 20 °C.

4.5. DISCUSION

La comparacion de los diversos estudios realizados sobre la flora cutanea
es compleja, ya que el numero de bacterias encontradas esta 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 10 y 10* bacterias cm™ (Austin,
2006). En el presente trabajo, los recuentos de la flora bacteriana aerobia en la
piel sana de trucha comun y trucha arcoiris estuvieron por debajo de los
encontrados por otros autores en diferentes especies de peces de agua dulce,
comprendidos entre 10? y 10°> UFC cm™ (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 Gonzalez y col. (1999) en trucha comun
salvaje y trucha arcoiris de piscifactoria utilizando una técnica similar para la
obtencién de la muestra cutanea. La discrepancia con este autor puede
deberse a diferencias con su técnica de muestreo (raspado de 6,5 cm?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 encontrd 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 arcoiris. 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 estadisticamente
significativas). También se encontraron diferencias en los recuentos a lo largo
de las estaciones del afio en la piel de trucha comdn 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 mas abundante con
temperatura alta (Georgala, 1958; Austin, 1983; Al-Harbi y Uddin, 2004). En el
presente trabajo los recuentos mas altos se obtuvieron en primavera, a pesar
de que la temperatura del agua no era la mas alta, aunque otros factores
ambientales pueden haber intervenido en este hecho. Los recuentos méas bajos
en otofio, estacidbn en la que suelen aparecer las primeras truchas con
saprolegniosis, junto a los recuentos mayores en el rio Omafa en el que no se
han encontrado truchas afectadas de esta enfermedad, lleva a pensar en la
posibilidad de que pudiera existir una flora cutanea autéctona protectora frente
a las infecciones por Saprolegnia parasitica. A este respecto, Nilsen y col.
(2005) encontraron que el crecimiento bacteriano era mas escaso en la piel
sana de poblaciones de peces que posteriormente desarrollaban “ulcera de
invierno” (enfermedad asociada con la bacteria Moritella viscosa) que en la piel

de poblaciones que no la padecian.

En las piscifactorias suelen utilizarse desinfectantes para controlar
diversos agentes patdgenos, pero estas sustancias pueden tener efectos
adversos sobre la flora bacteriana cutanea. Esto podria explicar los recuentos
mas bajos observados en truchas comunes del Centro Piscicola, donde los
tratamientos eran habituales, y también los recuentos mas altos en trucha
arcoiris de la piscifactoria del Orbigo, donde no se utilizaban tratamientos
quimicos. Ademas, la ausencia de crecimiento de bacterias en primavera a
partir de la trucha comun del Centro Piscicola probablemente fue causada por
un tratamiento con formalina que habia 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 comun sana y las procedentes de las lesiones

de saprolegniosis. La menor variedad de especies en las lesiones podria ser
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debido a la proliferacion de bacterias de crecimiento mas rapido y mayor
capacidad invasiva. El género lodobacter fue uno de los mas frecuentemente
obtenidos de la piel de trucha comun, 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 razén de esta diferencia puede ser que estos
autores utilizaron un medio especifico (low nutrient agar) para aislar este
género, por lo que creceria mejor al evitar la proliferacion de otras bacterias.
Deffgea sp., género filogenéticamente muy cercano a lodobacter, fue también
encontrado con frecuencia en el presente trabajo en la piel sana de trucha
comun, junto con el género Yersinia, aunque este Ultimo sélo se aislé en
verano. Los géneros citados por otros autores como los mas frecuentes en la
flora cutanea de las mismas especies de peces de agua dulce (truchas comun
y arcoiris) fueron Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium, Acinetobacter,
Moraxella, Micrococcus y Coryneformes (Gonzalez y col., 1999). En nuestro
caso el género Aeromonas se aisld la mayoria de las veces de lesiones de
saprolegniosis y frecuentemente en la piel sana de trucha comun con la
enfermedad, pero escasamente en la piel de peces sanos. El género
Pseudomonas fue hallado también en una proporcion mas alta en la trucha
comun con saprolegniosis, ademas de en trucha arcoiris 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 salmén del Atlantico en
oposicion a su relativa abundancia en el agua de rios, estuarios y mar. Este
hecho podria indicar que la capa mucosa u otros factores asociados con los
mecanismos de defensa de la piel sana de los peces podrian tener un efecto

inhibitorio sobre estos géneros.

En relacion a la flora cutdnea de la trucha arcoiris, son destacables las
diferencias encontradas respecto a las especies bacterianas entre las
piscifactorias muestreadas. Estas diferencias también se observaron en la piel
de trucha comun en las distintas estaciones y puntos de muestreo, que junto a

las relativas a los recuentos bacterianos, reforzarian la teoria de la influencia
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del medio ambiente en la flora bacteriana de los peces sefalada 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 encontrd un
gran numero de miembros de la familia Enterobacteriaceae en la piel de trucha
comun en verano, especialmente en el rio Omafa, que podria reflejar una
mayor concentracion de materia organica en el agua debido al estiaje y al riego

de prados.

Spaangard y col. (2000) compararon la identificacion fenotipica tradicional
y la molecular de la flora intestinal de trucha arcoiris 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
identificacion mas especifica por medio de la secuenciacion del gen 16S ARNTr.
Las galerias API no dieron buenos resultados y esto puede ser debido a que no
estan especificamente disefiadas para bacterias ambientales, tal como ha sido

sefalado por Austin y Austin (2007).

Como conclusion puede decirse que en la flora bacteriana cutdnea de la
trucha comun y trucha arcoiris influyen factores como la estacion del afio, el
habitat de las truchas y la saprolegniosis, tanto en los aspectos cuantitativos

como cualitativos.

En el proximo capitulo se estudiara el efecto inhibidor frente a Saprolegnia

parasitica de las bacterias cutdneas mas representativas.
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Inhibicién in vitro de Saprolegnia parasitica

5.1. INTRODUCCION

Como se ha comentado anteriormente, los compuestos quimicos que se
utilizan para el control de la saprolegniosis presentan, en mayor o menor grado,
ciertos inconvenientes. Una buena alternativa al uso de productos quimicos
podria ser la lucha bioldgica. Dado que existe poca informacion que profundice
en el estudio del efecto inhibitorio que tienen las bacterias sobre Saprolegnia
parasitica, se decidié investigar si las que estan presentes en la flora cutanea
de trucha comun y trucha arcoiris poseen esta actividad en pruebas in vitro.
También se estudié la accidon fungicida de las bacterias que resultaron mas
inhibitorias, asi como la capacidad de los sobrenadantes de los cultivos para
inhibir el crecimiento de S. parasitica, lo que indicaria la produccién de alguna
sustancia extracelular inhibitoria. Todas estas pruebas in vitro constituyen un
primer paso para seleccionar ciertas bacterias que podrian llegar a ser

utilizadas en el control biologico 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 comun y trucha
arcoiris 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 accion letal in vitro sobre este organismo.

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

sustancia extracelular responsable de la accion inhibitoria.

5.2. REVISION BIBLIOGRAFICA

La saprolegniosis se ha tratado tradicionalmente de forma eficaz con verde
malaquita, pero su prohibicion en la Union Europea y otros paises debido a sus
efectos teratdgenos y carcindgenos ha obligado a la busqueda de nuevas
sustancias quimicas que puedan ser Utiles en el tratamiento. Algunos de estos

compuestos alternativos, unos mas eficaces que otros, son los siguientes:
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acido paracético, bronopol, cloruro soédico, diéxido de cloro, formalina,
hipoclorito sédico, permanganato potasico, peréxido de hidrégeno, sulfato de
cobre y yodo. También el ozono, las sustancias humicas y las radiaciones

ultravioleta han sido probados para el control de la saprolegniosis.

El problema de muchos preparados quimicos es que presentan riesgos
potenciales para la salud publica y el medio ambiente, y en algunos casos
pueden llevar a la aparicion de resistencias entre los agentes patdgenos
(McKeegan y col., 2002; Wang y col., 2008), por lo que su uso debe ser
minimizado. Ademas, ninguno de los productos utilizados en la actualidad para
tratar la saprolegniosis es plenamente satisfactorio y de aplicacién general, no
proporcionando ninguno de los compuestos quimicos disponibles una suficiente
proteccion tras el periodo de cria (Forneris y col., 2003). La formalina, por
ejemplo, es potencialmente perjudicial por su permanencia en el medio
ambiente y posible efecto carcinbgeno en mamiferos (Khomvilai y col., 2005;
van West, 2006); el cloruro sédico, a pesar de su seguridad, presenta el
problema de resultar poco econdmico por necesitarse una elevada
concentracion para ser efectivo; el peroxido de hidrégeno 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 estan
enfermos de saprolegniosis (van West, 2006); y el bronopol, aun siendo muy

eficaz, resulta poco econémico para su uso habitual en piscifactorias.

Por estos motivos se han buscado métodos alternativos al uso de
compuestos quimicos, como por ejemplo sustancias de origen natural
(Muzzarelli y col., 2001; Tampieri y col., 2003; Khosravi y col., 2012). En los
altimos afios también ha ganado creciente atencion la lucha bioldgica o
biocontrol frente a Saprolegnia spp. Willoughby (1994) describi6 tres especies
de hongos acuéaticos que pueden parasitar las hifas de Saprolegnia patdégena:
Olpidiopsis incrassata, Rozellopsis septigena y Woronina polycystis. También
se ha comprobado que algunas bacterias tienen accién inhibitoria in vitro frente
a Saprolegnia spp. Asi, Hatai y Willoughby (1988) observaron la inhibicion de
Saprolegnia parasitica por Pseudomonas fluorescens aislada de lesiones de
trucha arcoiris con saprolegniosis. Estos autores probaron la inhibicion del

crecimiento del micelio mediante un ensayo en medio sélido. Petersen y col.
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(1994) aislaron bacterias no identificadas, de varios origenes, con poder
inhibitorio frente a la germinacion de los quistes de S. parasitica y otros
Oomycetes, utilizando ensayos en medio sdélido con una sustancia denominada
BASF pluronic polyol F-127. Bly y col. (1997) también encontraron efectos
inhibitorios frente a aislados patdgenos de Saprolegnia diclina, S. ferax, S.
parasitica y Saprolegnia sp., mediante ensayos en medio solido y liquido,
utilizando un aislado de Pseudomonas fluorescens del agua de los estanques
de una piscifactoria de Ictalurus punctatus. Meshram y col. (1998) descubrieron
la accion antagonista de Bacillus thuringiensis, aislado de peces enfermos,
frente a varios patdégenos in vitro entre ellos Saprolegnia sp., utilizando un
ensayo en medio soélido. Bacterias de las especies Aeromonas caviae,
Aeromonas eucrenoplia, Pseudomonas accharophila, Pseudomonas
alcaligenes, Pseudomonas fluorescens y Alteromonas sp., obtenidas de
lesiones de salménidos con saprolegniosis, mostraron actividad inhibitoria in
vitro frente a aislados patdgenos de S. parasitica y S. salmonis mediante
ensayos en medio sélido y liquido (Hussein y Hatai, 2001). Aeromonas media
aislada de agua dulce inhibié tanto el crecimiento del micelio como la
germinacion de los quistes de Saprolegnia sp. en medio sélido (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 so6lido y liquido.
Aislados de Pseudomonas sp. y Janthinobacterium sp., procedentes de huevos
de trucha arcoiris, inhibieron a Saprolegnia sp. in vitro utilizando un método con
cafiamones (Korkea-aho y col., 2011). Ran y col. (2012) encontraron inhibicién
in vitro de Saprolegnia ferax en medio solido 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 inhibia el

crecimiento de Saprolegnia parasitica en medio sélido.

También existen estudios en los que se ha demostrado el efecto inhibitorio
de bacterias frente a otros Oomycetes patdégenos: Pythium ultimum, patdégeno
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 germinacion de las zoosporas de Aphanomyces
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euteiches y Pythium ultimum (Levenfors y col., 2004); y Pseudomonas jessenii
inhibié a Pythium aphanidermatum (Abhinandan y col., 2008).

El control biolégico en acuicultura puede definirse como un método de
tratamiento que utiliza el antagonismo entre microbios, mediante el cual los
agentes patdgenos pueden ser destruidos o reducidos en numero en el medio
acuatico (Maeda y col, 1997). Los mecanismos utilizados por los
microorganismos beneficiosos incluyen la produccion de sustancias inhibitorias
frente a los agentes patogenos; la competicion por nutrientes de vital
importancia y por sitios de adhesion; el suplemento de nutrientes esenciales y
enzimas que aumentan la nutricion del hospedador; la modulacion de las
interacciones con el medio ambiente; y el desarrollo de respuestas inmunitarias
beneficiosas (Verschuere y col., 2000; Balcazar y col., 2006; Kesarcodi-Watson
y col., 2008).

Se han comentado diversos mecanismos de accion por parte de las
bacterias que tienen actividad inhibitoria in vitro frente a Saprolegnia spp. Uno
de ellos es la produccion 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
competicién 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 inhibiciobn 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 incubacion de las bacterias, sugirieron que
podrian estar implicados varios metabolitos secundarios producidos en
diferentes momentos. También se ha observado la secrecion de metabolitos
implicados en la inhibicion de Aphanomyces euteiches y Pythium ultimatum
(Levenfors y col., 2004). Pseudomonas sp. y Bacillus sp. produjeron enzimas
polisacaroliticas 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 producia una desorganizacion subcelular de la arquitectura de la actina

en las hifas de Pythium aphanidermatum.

El efecto letal (fungicida) de las bacterias inhibitorias de Saprolegnia spp.
s6lo ha sido estudiado por Lategan y col. (2006), que observaron que el indol
secretado por una aislado de Aeromonas media impedia el crecimiento de las

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

5.3. MATERIAL Y METODOS
5.3.1. Pruebas de inhibicidén con bacterias
5.3.1.1. Aislados bacterianos y de Saprolegnia

Se seleccionaron 61 aislados representativos de todas las bacterias que
habian sido obtenidas de la piel y de lesiones de saprolegniosis de trucha
comun y trucha arcoiris (ver capitulo 4), afiadiéndose otros 11 aislados
obtenidos en muestreos previos al del presente trabajo, con lo que el nimero

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 utiliz6 el aislado TRU 8 obtenido de una trucha comdn con
saprolegniosis del rio Porma (Fregeneda-Grandes, 1998). Este aislado esta
caracterizado (Fregeneda-Grandes y col., 2000; Diéguez-Uribeondo y col.,
2007) y ha mostrado elevada patogenicidad en infecciones experimentales en

trucha arcoiris (Fregeneda-Grandes y col., 2001).
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5.3.1.2. Inhibicién del crecimiento del micelio en medio sélido

Esta prueba se realizé siguiendo el método descrito por Hussein y Hatai
(2001). Con cada aislado bacteriano se realizaron dos lineas de siembra, de
3 cm de largo separadas entre si 3 cm, sobre agar BHI (agar cerebro-corazén,
Cultimed). Con cada uno de los aislados se sembraron 6 placas de Petri, dos
para cada uno de los tres tiempos de incubacién utilizados de 3, 5y 7 dias a
20 °C. Tras la incubacién se coloco en el centro de la placa, entre ambas lineas
de crecimiento bacteriano, una porcion de agar de 3 mm de diametro
colonizado por Saprolegnia parasitica. Se prepararon placas testigo con S.
parasitica y sin la bacteria. Tras incubar las placas otros 4 dias a 20 °C se
midi6 el diametro de la colonia de S. parasitica y se compar6 con el obtenido en

las placas testigo.

5.3.1.3. Inhibicion del crecimiento del micelio en medio liquido con

cafilamon

Cada aislado bacteriano se inoculé en 3 ml de TSB (caldo soja triptona,
Cultimed) incubandose a 20 °C durante toda la noche. Después, 500 ul de este
caldo se inocularon en 25 ml de TSB y se incubaron en un agitador orbital
innova® 44 (New Brunswick Scientific) a 20 °C y 200 rpm hasta alcanzar
aproximadamente la mitad de la fase exponencial de crecimiento (ver apartado
3.3.3). Posteriormente se centrifugd este caldo a 1000 x g durante 15 min vy,
tras eliminar el sobrenadante, las bacterias se resuspendieron en suero
fisiolégico estéril (NaCl 0,9%). La concentracion de bacterias se calculd
mediante la lectura de la densidad 6ptica a 540 nm, equivalente a recuentos
previos realizados en camara de Neubauer (ver apartado 3.3.4.1), y se ajusto a
2 x 10° bacterias ml™*. Tomando esta suspensién bacteriana como la primera

dilucién se realizaron otras 5 diluciones seriadas 1/10.

Saprolegnia parasitica TRU8 se cultivd durante 3 dias a 20 °C en agar GP
y seguidamente se depositaron varias mitades de cafiamones estériles sobre
los bordes de la colonia, incubandose durante 24 h a 20 °C 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 depositd, en
cada uno de ellos, 1 ml de cada dilucion bacteriana, medio cafiamon
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 suspension bacteriana por suero fisiolégico y en el segundo el
cafiamoén colonizado por otro sin colonizar. Todos los pocillos se prepararon
por duplicado. Las placas se incubaron durante 3 dias a 20 °C, observandose
durante este periodo el crecimiento macroscopico y microscopico del micelio de
S. parasitica, este ultimo con un microscopio invertido Nikon DIAPHOT. Al

tercer dia se registro el crecimiento macroscopico de todos los pocillos.
5.3.1.4. Inhibicién de la germinacion de los quistes

La suspension bacteriana se prepar6 de igual manera que para las
pruebas con cafiamon, pero se parti6 de una concentracibn de
4 x 10° bacterias mI™* en la dilucién inicial (ver apartado 5.3.1.3), para que la

concentracion 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 cafiamones, una vez colonizados por las hifas de Saprolegnia parasitica,
se trasplantaron a placas de Petri con 20 ml de agua RFE, a razén de tres
cafiamones por placa. Se dejaron incubar durante 36 h a 20 °C (momento en el
gue se obtenia el mayor numero de zoosporas) y el agua se pasé por un papel
de filtro Whatman 541 esterilizado (15 min a 121 °C), utilizdandose un maximo
de 10 placas con cada filtro (Fregeneda-Grandes, 1998). La filtracién se llevo a
cabo empleando embudos de vidrio, disefiados 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 recogié una muestra del
filtrado, que se introdujo en un frasco de 15 ml y se agitd vigorosamente
durante unos segundos para inmovilizar las zoosporas y facilitar su recuento, lo
que se efectu6 con una camara Hawksley Cristalite B.S. 748 de cristal
recubierto de rodio, cuyo reticulo tiene una capacidad de 10 mm?® La

concentracion de zoosporas se calculé mediante la media aritmética de los
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recuentos obtenidos de tres muestras distintas del filtrado. Finalmente, se

ajusto la concentracién de zoosporas a 4 x10* zoosporas ml™.

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 deposito
0,5 ml de la dilucién bacteriana, 0,5 ml de la suspension de zoosporas de S.
parasitica y 1 ml de TSB. Los testigos negativos se prepararon sustituyendo la
suspension bacteriana por suero fisiolégico y la de zoosporas por agua RFE.
Todos los pocillos se prepararon por duplicado. Las placas se incubaron a
20 °C durante 3 dias y a lo largo de la incubacion se comprobd la germinacién
de los quistes y el crecimiento de las hifas. Los dos primeros dias las placas se
examinaron con un microscopio invertido Nikon DIAPHOT; posteriormente no

fue necesario debido al crecimiento macroscoépico del micelio.
5.3.2. Accion fungicida de las bacterias inhibitorias

Se utilizaron los 24 aislados bacterianos que produjeron la mayor inhibicion
de Saprolegnia parasitica en las tres pruebas con células bacterianas descritas
anteriormente (cuadro 5.3, pag 81) y el mismo aislado de S. parasitica que en

los anteriores experimentos.

Las suspensiones bacterianas y los cafiamones colonizados por S.
parasitica se prepararon como se ha descrito para la realizacién de las pruebas
de inhibicién de las bacterias sobre S. parasitica en medio liquido con cafiamén
(ver apartado 5.3.1.3).

El procedimiento de los ensayos fue como ya se ha comentado en las
pruebas con caflamones. Tras afadir a los pocillos 1 ml de la dilucién
bacteriana, el cafiamén colonizado por S. parasiticay 1 ml de TSB, cada pocillo
por duplicado, las placas se incubaron durante tres periodos diferentes de 1, 2
y 3 dias. Al finalizar la incubacién, los cafiamones 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 afadi6 estreptomicina y penicilina a una
concentracion de 2 x 10 mg It y 2 x 10° Ul I, respectivamente. Se prepararon

testigos negativos depositando un cafiamén colonizado por S. parasitica en
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agua con y sin antibiéticos. Las placas se incubaron durante 20 dias a 20 °C y
se observo diariamente el crecimiento del micelio bajo una lupa estereoscopica
(Kiowa SD-2PL), considerando que existia efecto letal si no habia 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 sucedia.

5.3.3. Pruebas de inhibicién con los sobrenadantes de los cultivos

bacterianos
5.3.3.1. Preparacion 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
segun el método descrito por Lategan y Gibson (2003). Cada aislado
bacteriano se sembré en 3 ml de TSB y se incubd a 25 °C durante 24 h. Una
alicuota de 250 pl de este caldo se inoculé en un matraz con 200 ml de TNPB
(caldo triptona peptona neutralizada: 7 g I'* de triptona, 5 g I'* de soja peptona
neutralizada y 5 g I'* de cloruro sédico) y se incubé a 25 °C y 180 rpm en un
agitador orbital innova® 44 (New Brunswick Scientific) durante 36 h. Después,
los cultivos se inactivaron mediante calor en un baio Memmert WNB 14 a
70 °C durante 1 h. El caldo se centrifug6 a 15 000 x g durante 20 min y
posteriormente se recogié el sobrenadante que se filtrd utilizando una jeringa
con un filtro de 0,22 ym de poro (Acrodisc®). El pH de los sobrenadantes se
midié con un pH Meter BASIC 20 Crison y se ajusté a 7,0 con HCI 1N.
Tomando cada sobrenadante como la dilucion inicial se realizaron 3 diluciones
dobles en TNPB.

La preparacion de los cafiamones colonizados y de las zoosporas de S.
parasitica necesarias para efectuar las pruebas se prepararon como se

describe en los apartados 5.3.1.3y 5.3.1.4.
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5.3.3.2. Inhibicién del crecimiento del micelio en medio liquido con

cafilamon

Los ensayos se realizaron en las placas de cultivo celular con 24 pocillos
mencionadas anteriormente. En cada pocillo se depositd 2 ml de la dilucion del
sobrenadante y medio caflamon 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 observacion que en las pruebas con

bacterias (ver apartado 5.3.1.3).
5.3.3.3. Inhibicion de la germinacion de los quistes

Se utilizaron las ya citadas placas de cultivo celular, depositandose en
cada pocillo 1 ml de la dilucién del sobrenadante y 1 ml de la suspension de
zoosporas. En los testigos negativos se sustituyé el sobrenadante por TNPB.
Todos los pocillos se prepararon por duplicado. Se utilizaron los mismos
procedimientos de observacion que en las pruebas con bacterias (ver apartado
5.3.1.4).

5.4. RESULTADOS
5.4.1. Pruebas de inhibicién con bacterias
5.4.1.1. Inhibicién del crecimiento del micelio en medio sélido

Las diferencias en el grado de inhibicién entre los aislados bacterianos
fueron mayores cuando Saprolegnia parasitica se enfrentd a cultivos
bacterianos de 7 dias, por lo que este tiempo de incubacion fue el utilizado para
estimar el grado de inhibicion de todos los aislados. El diametro de la colonia
de S. parasitica en los testigos fue de 4 cm tras los 4 dias de incubacién
(fig. 5.1). Se considerd que los aislados bacterianos tenian actividad inhibitoria
cuando el didmetro de la colonia de S. parasitica era de 2,5 cm o inferior, pues
fue el diametro maximo alcanzado en las placas con bacterias, y a su vez
inferior al alcanzado en las placas testigo (fig. 5.1 y 5.2); esta inhibicién se

presentd con los 72 aislados, y se clasificd en tres niveles dependiendo del
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diametro alcanzado por la colonia de S. parasitica (cuadro 5.2). Cuarenta y
siete aislados bacterianos tuvieron un efecto inhibitorio alto, ya que con 7 dias
de incubacion de la bacteria antes de enfrentarla a S. parasitica inhibieron
completamente el crecimiento del micelio (diametro de la colonia < 0,7 cm)
(fig. 5.3). Estos aislados pertenecian a las especies Achromobacter
xylosoxidans, Acinetobacter johnsonii, Aeromonas piscicola, Aeromonas
popoffii, Aeromonas salmonicida, Aeromonas sobria, Chryseobacterium sp.,
Flavobacterium sp., lodobacter fluviatilis, lodobacter 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%) habian sido aislados de

lesiones de saprolegniosis.

Fig. 5.1 a 5.3. Inhibicion del crecimiento de Saprolegnia parasitica con bacterias.
Primero se incubd la bacteria (estrias paralelas) a 20 °C durante 7 dias en agar BHI
y seguidamente S. parasitica durante 4 dias. 5.1. Testigo negativo. 5.2. Inhibicion
baja producida por Deefgea sp. 5.3. Inhibicidon alta producida por Xanthomonas
retroflexus.
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Cuadro 5.2. Grado de inhibiciéon del crecimiento de Saprolegnia parasitica producido por 72
aislados bacterianos en agar BHI (prueba en placa), en medio liquido con una semilla de
cafiamo colonizada por S. parasitica (prueba con cafiamén) y en medio liquido con quistes

(prueba con quistes).

Grado de N°de
Tipo de prueba .~ .. Graduacion de la actividad inhibitoria bacterias
inhibicion
(%)
Diametro de la colonia de S. parasitica tras 4
dias a 20 °c @
Prueba en Bajo Entre 1,5y 2,5cm 13 (18,06)
placa .
Medio Entre 0,7y 1,5 cm 12 (16,67)
Alto Menos de 0,7 cm 47 (65,28)
Inhibicién total del crecimiento macroscopico
del micelio a los 3 dias a 20 °C
Bajo Con 2 x 10° bacterias 10 (13,89)
Prueba con
cafiamon i 4 .
Medio Con 2 x 10" bacterias 5 (6,94)
Alto Con < 2 x 10° bacterias 26 (36,11)
Inhibicién total del crecimiento macroscopico
del micelio a los 3 dias a 20 °C
Bajo Con 2 x 10° bacterias 16 (22,22)
Prueba con
quistes . 4 3 ;
Medio Con 2 x 10"y 2 x 10” bacterias 9 (12,5)
Alto Con < 2 x 10%bacterias 27 (37,5)

@ Afiadiendo S. parasitica tras incubar la bacteria durante 7 dias a 20 °C.

5.4.1.2. Inhibicion del crecimiento del micelio en medio liquido con

cafiamon

La ausencia total del crecimiento del micelio a los tres dias de incubacion
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 inhibicibn dependiendo de la concentraciéon
minima de bacterias necesarias para producirla (cuadro 5.2). Dentro del grupo

de inhibicion alta, hubo 8 aislados que consiguieron inhibir el crecimiento del
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micelio hasta la quinta dilucién (10 bacterias ml™') 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. Inhibicion con bacterias, del crecimiento del micelio de Saprolegnia
parasitica a los 3 dias de incubacion a 20 °C en medio liquido con cafiamén. 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), lodobacter fluviatilis (1) y Aeromonas sobria (2). 5.5. Testigo negativo con
crecimiento abundante de S. parasitica. 5.6. Inhibicion de S. parasitica producida por
un aislado de Aeromonas sobria.

5.4.1.3. Inhibicién de la germinacién de los quistes

Ninguno de los aislados bacterianos inhibi6 totalmente la germinacién de
los quistes, siendo el crecimiento del micelio inversamente proporcional a la
concentracion de bacterias. Se considerd actividad inhibitoria la ausencia total
de crecimiento macroscopico del micelio a los tres dias de incubacion, lo que
ocurrié con 52 de los 72 aislados (72,2%). Con los otros 20 aislados y en el
testigo si hubo crecimiento macroscopico del micelio (fig. 5.7). Se establecieron
tres grados de inhibicién dependiendo de la concentracion minima de bacterias
para producirla (cuadro 5.2). De los aislados que tuvieron el grado de inhibicion
mas alto, 17 lo lograron hasta la quinta dilucién (10 bacterias ml™). Estos
aislados bacterianos con mayor grado de inhibiciébn pertenecieron a las
especies Aeromonas piscicola (1), Aeromonas popoffii (1), Aeromonas
salmonicida (2), Aeromonas sobria (7), Pantoea agglomerans (1) vy
Pseudomonas fluorescens (5), y 11 de ellos (64,7%) habian sido aislados de

lesiones de saprolegniosis.
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Fig. 5.7. Inhibicion con bacterias de la germinacion de los quistes de Saprolegnia
parasitica a los 3 dias de incubacion a 20 °C en medio liquido. 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, lodobacter sp. (1),
Aeromonas piscicola (1), Pseudomonas fluorescens (1) y Aeromonas popoffii (1).

5.4.2. Accion 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 dias de incubacién se pudo observar un pequefio micelio atrofiado y de
color parduzco, en contraste con los cultivos testigo y los de las bacterias no
fungicidas, en los que el micelio crecié y produjo zoosporas. Las bacterias
mostraban este efecto sélo hasta la segunda dilucién (2 x 10* bacterias por
pocillo), e incubando la bacteria con el cafiamén al menos durante dos dias a
20 °C. Los aislados bacterianos que mostraban su accion fungicida a menores
concentraciones y con menor tiempo de incubacion fueron 8 y pertenecian 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%) procedian de lesiones de

saprolegniosis.
5.4.3. Aislados bacterianos mas inhibitorios

En el cuadro 5.3 se resumen los resultados de las pruebas de inhibicién
con los 24 aislados bacterianos mas inhibitorios frente a Saprolegnia parasitica.
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Se consideraron los aislados con mayor efecto inhibitorio aquellos que
presentaron una inhibicion alta de Saprolegnia parasitica en el ensayo en
medio sdlido, que consiguieron impedir el crecimiento del micelio en medio
liquido con las concentraciones mas bajas de bacterias y que a su vez fueron
fungicidas (figuran con un asterisco en el cuadro 5.3). Estos aislados
pertenecian a las especies Aeromonas piscicola (1), Aeromonas sobria (1),
Pantoea agglomerans (1) y Pseudomonas fluorescens (3), y un alto porcentaje
de ellos (66,6%) procedian de lesiones de saprolegniosis. Otros aislados
produjeron la inhibicion mas 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 inhibicién con los sobrenadantes de los cultivos

bacterianos

5.4.4.1. Inhibicion del crecimiento del micelio en medio liquido con

cafamon

De los 24 sobrenadantes bacterianos probados, 19 fueron inhibitorios
frente a Saprolegnia parasitica a los tres dias de incubacién a 20 °C. Se
establecieron dos niveles de inhibicion: alta, si el crecimiento del micelio era
impedido totalmente; y baja, si el crecimiento era reducido en comparacion con
el del testigo. La inhibicion alta fue conseguida sélo con la primera dilucion de
los sobrenadantes, y se observé con 10 aislados que pertenecian 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. Inhibicién de la germinacién 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 germinacion. A los 3 dias de incubacién a 20 °C, los sobrenadantes de 14
aislados bacterianos consiguieron una inhibicién alta con la primera dilucion
(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. Inhibicién con sobrenadantes bacterianos, de la germinacion de los quistes
y de la formacion de micelio de Saprolegnia parasitica a los 3 dias a 20 °C en medio
liquido. 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 ultimos
pocillos pertenecen al testigo negativo.
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5.5. DISCUSION

Se comprobd que algunas bacterias pertenecientes a la flora cutdnea de
trucha comuan vy trucha arcoiris inhibian in vitro el crecimiento de Saprolegnia
parasitica, observandose que las bacterias mas inhibitorias pertenecian a los

géneros Aeromonas y Pseudomonas.

Los ensayos de inhibicibn en medio sélido se realizaron utilizando tres
tiempos de incubacion de la bacteria (3, 5 y 7 dias), pero la inhibicion fue mas
acusada con los cultivos de 7 dias, lo que coincide con lo observado por
Hussein y Hatai (2001). Una posible explicacién es que la bacteria tendria méas
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 inhibicién en medio sélido
es menos especifica 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. Ademas, las
bacterias que presentaron inhibicién alta en medio liquido también lo hicieron
en medio soélido, pero no a la inversa. Hussein y Hatai (2001) observaron
inhibicion 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 s6lo 3 de ellas (2,3%) inhibieron a especies
patbgenas de Saprolegnia. Estos Ultimos autores demostraron que la
composicién del medio de cultivo podia afectar la capacidad inhibitoria de una
cepa de Serratia marcescens frente a Saprolegnia spp., obteniendo la mayor

inhibicién en agar dextrosa-patata seguida del agar BHI.

En medio liquido no se inhibié la germinacién de los quistes pero si el
crecimiento del micelio, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Bly
y col. (1997), pero en nuestro caso la inhibicidon se produjo a concentraciones
de bacterias aun mas bajas que las observadas por estos autores. Sin

embargo, en otros estudios (Lategan y Gibson, 2003, Zhang y col., 2008) si se
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observé inhibicién de la germinacién de los quistes, aunque los ensayos fueron
realizados en medio sélido utilizando TSA, por lo que los resultados no son

comparables.

Para inhibir el crecimiento del micelio en medio liquido generalmente
fueron necesarias concentraciones mayores de bacterias cuando se utilizaron
cafiamones colonizados por S. parasitica que en el caso de los quistes. Una
posible explicacién (ningun otro autor ha realizado esta prueba con cafiamones
colonizados y quistes) podria ser el hecho de que en el cafiamén ya estan
presentes las hifas, por lo que se necesitarian mas bacterias para impedir su
proliferacion, mientras que los quistes tienen que germinar para dar lugar a las
primeras hifas que a su vez necesitan mas tiempo para formar un micelio

visible macroscopicamente.

Los aislados bacterianos con un mayor grado de inhibiciéon en las tres
pruebas con células bacterianas pertenecian a los géneros Aeromonas,
Pantoea y Pseudomonas, seguidos por algunas enterobacterias vy
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, ademas de Alteromonas. En cambio, Petersen y col. (1994)
encontraron bacterias no identificadas antagonistas frente a S. parasitica en el
moco de truchas arcoiris sanas, pero no en el moco de las que tenian
saprolegniosis. El hecho de aislar bacterias inhibitorias en las lesiones puede
ser relevante, ya que segun Hussein y Hatai (2001), las interacciones
microbianas en las zonas de lesion podrian explicar por qué algunos peces se

recuperan espontdneamente 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 patdégeno de las
plantas (Howell y Stipanovic, 1980; O Sullivan y O"Gara, 1992; Russo y col.,
1996). En el presente trabajo la mayoria de bacterias identificadas como

Pseudomonas fluorescens mostraron una actividad inhibitoria bastante alta,
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especialmente en medio sélido y frente al crecimiento del micelio a partir de
quistes de Saprolegnia parasitica. También un aislado de Serratia fonticola fue

de los mas inhibitorios.

Se comprobd 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 podrian no sélo evitar la infeccidon, sino
también curar lesiones incipientes. En nuestro caso las bacterias con mayor
efecto fungicida pertenecian a diferentes géneros, entre ellos algunas de las

enterobacterias que no eran tan inhibitorias como el resto.

Se desconocen con exactitud los mecanismos de inhibicion 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, podria tener implicaciones significativas en su empleo para controlar la
saprolegniosis en las piscifactorias (Lategan y Gibson, 2003). En nuestro
estudio, los sobrenadantes de la mayoria de las bacterias mas inhibitorias
mostraron también esta actividad, lo que sugiere que existe una sustancia o
sustancias extracelulares responsables o participes de ese efecto. Lategan y
Gibson (2003) demostraron que una sustancia secretada por un aislado de
Aeromonas media era responsable de la inhibicibn de Saprolegnia sp. y otros
agentes patdgenos. 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 inhibicion 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 so6lo en medio
sélido. Hussein y Hatai (2001) tampoco encontraron inhibicion con los
sobrenadantes bacterianos, incluso haciendo ensayos en medio liquido. Debido
a estos resultados tan contradictorios se han sugerido otros mecanismos para

inhibir a Saprolegnia spp., como la competicion 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 mas inhibitorios frente al crecimiento del micelio a partir de los
quistes que en las pruebas con cafiamon, 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 demas bacterias inhibitorias, no
produjeron sobrenadantes con accion inhibitoria. Dado que estas
enterobacterias fueron fungicidas podrian tener algin otro mecanismo capaz
de matar a S. parasitica, como por ejemplo la competicion por algun nutriente.
Asimismo, la menor inhibicibn de S. parasitica por estos aislados podria ser

explicada por la ausencia de secrecion 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, podrian ser buenas
candidatas para la lucha bioldgica frente a la saprolegniosis. En los proximos

capitulos se profundizara en su estudio.
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6.1. INTRODUCCION

La utilizacibn de un microorganismo vivo en la lucha biologica frente al
agente patdégeno causante de una enfermedad infecciosa, I6gicamente debe
llevar implicito el que dicho microorganismo sea inocuo para el animal en el
que se pretende emplear. En el presente capitulo se investiga si las bacterias
que inhibieron a Saprolegnia parasitica in vitro, descritas en los capitulos

anteriores, son apatdégenas para la trucha arcoiris.

6.2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Antes de utilizar un microorganismo vivo en el biocontrol de la
saprolegniosis debe tenerse en cuenta que el hecho de que sea antagodnico 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 probidticos 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 desafios mediante inyeccion
del microorganismo o su adicién al agua. Por ejemplo, Irianto y Austin (2002)
probaron la patogenicidad en trucha arcoiris de aislados de Vibrio fluvialis y
Aeromonas hydrophila que utilizaron como posibles probiéticos frente a la
furunculosis; Brunt y Austin (2005) probaron un aislado de Aeromonas sobria
en trucha arcoiris 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 probiéticos frente a varios patdgenos de peces;
Newaj-Fyzul y col. (2007) estudiaron la patogenicidad de Bacillus subtilis antes
de probar si controlaba la infeccion por Aeromonas en trucha arcoiris; Vendrell
y col. (2007) descartaron la patogenicidad de dos bacterias lacticas antes de
enfrentarlas in vivo a Lactococcus garvieae en trucha arcoiris; 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 arcoiris antes de usarlo

en la lucha frente a Flavobacterium psychrophilum.

6.3. MATERIAL Y METODOS
6.3.1. Peces y tanques

Se utilizaron individuos juveniles de trucha arcoiris (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 Piscifactoria Carrizo, situada junto al rio
Orbigo en Villanueva de Carrizo (Le6n). Esta piscifactoria se dedica al engorde

de alevines, traidos de Moreda (Asturias), hasta la talla comercial.

El transporte de los peces se realizé en bidones de plastico de 40 litros con
agua de la propia piscifactoria. Cuando fue necesario se aplicé oxigeno a
través de un difusor de ceramica (Renacer®, Rena) conectado a una bombona

de oxigeno de 5 L (ver apartado 3.2.2).

A su llegada a la Universidad de Leon las truchas se anestesiaron por
inmersion en agua con 50 ppm de MS-222® (Tricaina metano sulfonato,
Sigma), se pesaron y contaron. Seguidamente se colocaron en tanques
cilindricos con 85 litros de agua a 12-15 °C vy flujo continuo (aproximadamente
200 ml min™), manteniéndose en aclimatacién durante un periodo minimo de 7
dias antes de inocularlas con las bacterias. Todos los tanques tenian
suministro de oxigeno mediante un aireador Rena 301 conectado a un difusor
de ceramica de 15 cm. Las truchas se alimentaron todos los dias con el mismo
pienso comercial utilizado en la piscifactoria de procedencia (1% del peso vivo),
retirdindose 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
aclimatacion, con las mismas condiciones de renovacion de agua, temperatura

y oxigenacion (Fig. 6.1).
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El agua utilizada procedia de un
pozo artesiano, se filtraba a través de un
filtro de arena y tenia una temperatura
relativamente constante (14-16 °C). Las
oscilaciones en la temperatura del agua

se regularon mediante fuentes de agua

fria (Castro Ibérica). El agua de desecho

se desinfectd con un ozonificador

Fig. 6.1. Instalaciones (tanques y
fuentes de agua fria) donde se Hydrozon K-40 (King Ozono).
efectuaron las pruebas de

patogenicidad de las bacterias.

6.3.2. Aislados bacterianos y preparacién de los in6culos

Se utilizaron los 24 aislados bacterianos que manifestaron mayor inhibicion

in vitro frente a Saprolegnia parasitica (cuadro 5.3, pag 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 dias a 20 °C se inocularon en frascos con 10 ml de TSB y se
cultivaron toda la noche a 20 °C. Después se centrifugaron a 1000 x g durante
10 min a 4 °C y, tras eliminar el sobrenadante, las bacterias se resuspendieron
en suero fisioldgico estéril (0,9 % NaCl). Los recuentos se realizaron utilizando
una camara de Neubauer, ajustandose finalmente la suspensiéon bacteriana a

una concentracién de 10’ bacterias ml™.
6.3.3. Inoculacion de los peces y seguimiento de la infeccién

Las truchas se anestesiaron por inmersién en agua con 50 ppm de MS-
222®. Seguidamente se inocularon 5 truchas por via intramuscular y otras 5
por via intraperitoneal (fig. 6.2), cada una con 0,1 ml (10° células) de la
suspension bacteriana descrita en el apartado anterior, colocandose cada
grupo de truchas en tanques separados. Como testigos se utilizaron 10 truchas

(5 por cada via) que se inocularon con 0,1 ml de suero fisioldgico estéril.
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Durante los primeros seis dias
posinoculacion se comprob6 la
calidad del agua midiendo
diariamente la temperatura, oxigeno
disuelto y pH en todos los tanques.
La medicion del oxigeno y del pH se

realiz6 con un oximetro de campo

provisto de un electrodo de
Fig. 6.2. Inoculacion intraperitoneal en una membrana sensible al oxigeno y una
trucha arcoiris. L

sonda para medicion del pH (modelo
HQ3d, Hach). Las caracteristicas fisicoquimicas del agua durante los
experimentos, expresadas como la media + el error estandar, fueron las
siguientes: oxigeno disuelto 7,5 + 0,12 mg I™* (entre 7y 8 mg I'"); pH 6,58 + 0,38

(entre 6,1y 7,2); y temperatura 13,2 + 1,2 °C (entre 12 y 15 °C).

Se realizd un seguimiento de las truchas observandolas tres veces al dia,
durante 10 dias, para detectar la presencia de signos de enfermedad vy retirar
las que habian muerto. Transcurridos 10 dias desde la inoculacion de las
bacterias las truchas supervivientes se sacrificaron por inmersién en agua con
100 ppm de MS-222®. Tanto a las truchas muertas como a las sacrificadas se
les realizé la necropsia y siembras en TSA de higado, rifidn, bazo y del tejido
de la zona de inoculacion intramuscular. Las placas se cultivaron a 20 °C
durante 3 dias y las bacterias obtenidas se identificaron por la morfologia de la
colonia, pruebas bioquimicas y galerias 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 apatégenos para la trucha
arcoiris ya que no provocaron mortalidad ni signos de enfermedad, y tampoco
se reaisl6 la bacteria de los érganos 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
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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
dias posinoculacion mostrando algunas de las truchas importantes lesiones,
siendo reaislada la bacteria de los 6rganos internos de las truchas; el otro
aislado, Aeromonas salmonicida LE 9, no fue mortal pero causé lesiones
(cuadro 6.1). Los dos aislados de A. salmonicida (LE 9 y LE 99) produjeron
Ulceras en el punto de inoculacion 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 dérganos internos, principalmente en higado y bazo (fig. 6.5y
6.6).

Fig. 6.3 y 6.4. Truchas arcoiris con Ulceras cutaneas (flechas) producidas por
Aeromonas salmonicida LE9 a los 10 dias de la inoculacién intramuscular.

Fig. 6.5. a) Trucha arcoiris con el higado pélido y con el bazo hipertrofiado y con
lesiones granulomatosas (flecha) a los 10 dias de la inoculacion intraperitoneal con
Aeromonas sobria LE 104; b) Trucha testigo.
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Fig. 6.6. Trucha arcoiris con el bazo hipertrofiado (flecha) a los 10 dias de la
inoculacién intraperitoneal con Aeromonas sobria LE 17.

Cuadro 6.1. Resultados obtenidos con los 8 aislados bacterianos que fueron patégenos para la

trucha arcoiris tras inocular 10° células por via intramuscular (im) o via intraperitoneal (ip).

% de % de truchas

Bacteria Referencia —Mortalldad % de trl.JChaS . co.n

con lesiones reaislamiento de

Im Ip la bacteria

Aeromonas popoffii LE 65 10 20 50(20my30s)* 100((30my70s)
Aeromonas popoffii LE 69 0 20 0 20 (m)
Aeromonas salmonicida LE9 0 0 80 (s) 80 (s)
Aeromonas salmonicida LE 99 50 0 50 (m) 50 (m)
Aeromonas sobria LE 17 20 20 40 (30 my105s) 50 (40 my105s)
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 dias que duré el experimento; s: truchas
sacrificadas a los 10 dias

6.5. DISCUSION

Las bacterias que fueron patégenas para la trucha arcoiris 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 organos internos y
A. salmonicida uUlceras en el punto de la inoculacién intramuscular. Algunas
especies del género Aeromonas son bien conocidas como agentes patégenos
de los peces. Respecto a las tres especies de Aeromonas citadas, se han
descrito casos de enfermedad por aislados de A. sobria en Dorosoma
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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 patdgena, si se ha descrito que
tiene factores de virulencia (Soler y col. 2002). En el presente trabajo la
inoculacion de los peces con A. salmonicida se realizé cuando estos aislados
estaban identificados como Aeromonas sp. y se desconocia 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. Esta Ultima especie ha mostrado tener cierta
patogenicidad al haberse aislado de salmones del Atlantico y truchas arcoiris
enfermas (Beaz-Hidalgo y col., 2009). En nuestro caso la identificacion como A.
piscicola también se realiz0, al igual que con A. salmonicida, posteriormente a
las pruebas de inoculacién en las truchas; y ademas en inoculaciones
realizadas mas tarde se demostro que A. piscicola era patégena para la trucha
arcoiris causando lesiones cutaneo-musculares similares a las provocadas por

Aeromonas salmonicida.

Los restantes aislados bacterianos, en los que no se observo
patogenicidad, pertenecieron a las especies Pantoea agglomerans,
Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola, Xanthomonas retroflexus y
Yersinia kristensenii. De todas ellas, si se han descrito aislados patdgenos 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 patdgenas 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 patdgenos. 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 capitulo se describen como
apatdgenos, se utilizaran en el préximo capitulo en los estudios sobre adhesién

al moco cutaneo de trucha.
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7.1. INTRODUCCION

La adhesion de las bacterias al moco cutaneo de la trucha, dificultando al
mismo tiempo la unién de las zoosporas y quistes de Saprolegnia parasitica, es
una propiedad que podria ser importante en la lucha biolégica frente a la
saprolegniosis. Por este motivo se realizaron ensayos in vitro con los aislados
bacterianos que mas inhibieron a S. parasitica y que se han descrito en los

capitulos anteriores. Los objetivos fueron los siguientes:

1. Conocer el grado de adhesion de las bacterias al moco cutaneo de

trucha.

2. Conocer si las bacterias reducen la adhesién de las zoosporas y quistes
de Saprolegnia parasitica bajo condiciones de exclusion, competicién y

desplazamiento.

7.2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Los microorganismos beneficiosos pueden interferir con los patégenos
obstaculizando su entrada mediante mecanismos como el bloqueo de los
receptores de adhesion, la competicion por los nutrientes o la produccion de
sustancias antimicrobianas (Nikoskelainen y col., 2001). La adhesién de las
bacterias al moco intestinal o a las superficies externas del hospedador y su
interaccion con el agente patdégeno para evitar o disminuir su adhesion, es una
caracteristica que hay que tener en cuenta (Ouwehand y col., 1999;
Verschuere y col., 2000; Vine y col., 20042, Chabrillon y col., 2005), ya que
puede dar una idea del efecto que la bacteria va a ejercer in vivo sobre el
agente patdgeno. Por este motivo varios autores han estudiado la adhesion de
las bacterias al moco de las mucosas de diversos hospedadores y su
interaccidon con agentes patégenos 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 adhesion al moco intestinal, al
cutaneo y al de las branquias de varias especies de peces (Nikoskelainen y
col., 2001; Vine y col, 2004”; Chabrillén y col., 2005 y 2006; Balcazar y col.,
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2007 y 2008; Sica y col., 2012). Sin embargo, todos estos trabajos tratan de la
accion de las bacterias potencialmente probidticas frente a patdgenos

bacterianos, pero no existen estudios similares frente a Saprolegnia parasitica.

Para determinar la adhesion de las bacterias al moco intestinal, al cutaneo
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
gue permanecen unidas. Muchos autores recurren al marcado de las bacterias
con isétopos radioactivos (Nikoskelainen y col., 2001; Vine y col, 2004";
Chabrillon y col., 2005 y 2006; Balcazar 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 especificas. Van
der Marel y col. (2008) desarrollaron una técnica basada en tefiir las células
bacterianas con el colorante fluorescente Syto 9, que utilizaron para estudiar la
adhesién al moco intestinal de carpa de bacterias patdégenas para los peces.
Esta técnica es menos peligrosa que la utilizacion de is6topos radiactivos y
también da buenos resultados. Namba y col. (2006) calcularon la adhesién de
diversas bacterias al moco intestinal de carpa empleando un método basado en
medir la densidad Optica de las bacterias que permanecian pegadas al mismo.
Sica y col. (2012) realizaron ensayos para determinar la adhesion de las
bacterias al moco cutaneo de trucha arcoiris utilizando portaobjetos y
efectuando el recuento de las bacterias unidas al moco tras su tincion con el

método Gram.
7.3. MATERIAL Y METODOS

7.3.1. Aislados bacterianos y de Saprolegnia parasitica

Se utilizaron los 15 aislados bacterianos que fueron mas inhibitorios in vitro
frente a Saprolegnia parasitica y que a su vez resultaron apatdgenos para la
trucha arcoiris (cuadro 7.1). El aislado de S. parasitica (TRU8) fue el mismo

gue se empled en los ensayos descritos en los capitulos anteriores.
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Cuadro 7.1. Aislados bacterianos utilizados para las pruebas de adhesion al moco cutaneo de

trucha comun.

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. Obtencion del moco cutaneo

El moco cutaneo se recogid de machos y hembras de trucha comun
(Salmo trutta L.) procedentes del Centro Piscicola 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 plastico con agua del estanque (ver apartado 3.2.2) y una vez en
el laboratorio se sacrificaron por contusion en la cabeza. El moco cutaneo se
obtuvo raspando toda la superficie corporal con una espétula de plastico sobre
una placa de Petri. A continuacién se afiadidé una pequefa cantidad de PBS
para facilitar la recogida del moco, que seguidamente se centrifugd dos veces a
12 000 x g durante 5 min a 4 °C para eliminar las células y particulas en
suspension. La concentracion de proteinas del moco, que se calcul6 mediante
el método de Bradford utilizando albumina sérica bovina (ASB, Sigma) para
elaborar la curva patréon, se ajusté a 0,5 mg ml* en PBS. Finalmente la
suspension de moco se esterilizé mediante exposicion a luz ultravioleta durante

30 min y se conservo a —20 °C en alicuotas de 1 ml hasta su utilizacion.

101



Adhesioén de las bacterias al moco cutaneo de trucha

7.3.3. Adhesién del moco cutaneo a la placa de poliestireno

Para comprobar la adhesion del moco cutdneo de trucha a la placa de
poliestireno se realizé un ELISA indirecto, basado en la union de una lectina
(dolichos biflorus lectin) a las glicoproteinas del moco, segun el método descrito
por Neuhaus y col. (2007). Este se llevé a cabo en placas de poliestireno de 96
pocillos (Costar®, Corning Incorporated), que fueron tapizadas afiadiendo a
cada pocillo 25 pl del moco cutédneo, bien de macho o de hembra, por triplicado
y en diluciones seriadas 1/10 a partir de la solucién inicial del moco. Como
testigos positivo y negativo se utilizé moco gastrico de cerdo (mucin from
porcine stomach, Type II; 0,05 mg ml?, Sigma) y albimina sérica bovina
(0,05 mg ml*, Sigma), respectivamente. Después se afadié a cada pocillo
75 pl de tampon de tapizado (16,8 g de bicarbonato sodico, 21,2 g de
carbonato sdédico por litro; pH 9,6) y se dejo incubar la placa 12 h a 4 °C.
Seguidamente se efectuaron tres lavados con PBS-Tween 20 al 0,05% y se
bloqued afiadiendo a cada pocillo 150 pl de PBS-Albumina Sérica Bovina al 1%
(PBS-BSA), durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron otros tres
lavados y se afadieron 100 ul 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 afiadié a cada pocillo 100 ul de
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Sigma) diluida 1/2000 en PBS,
incubandose durante 30 min a temperatura ambiente. Despuis de un nuevo
ciclo de lavado se apadieron 100 ul de solucion cromdégena (OPD Tablets,
DakoCytomation) con un 0,04% de H,O; al 30% Yy se incubd durante 15 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente se frend la reaccién con
100 pl de H,SO4 0,5 M y se leyd la densidad 6ptica (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. Adhesion de las bacterias y de los quistes de Saprolegnia

parasitica al moco cutaneo de trucha
7.3.4.1. Tincion de las bacterias y de los quistes de S. parasitica

Las bacterias se incubaron durante 3 dias a 20 °C en TSA, realizandose
recuentos para ajustar su concentraciéon a 10° bacterias ml* en TSB. Esta
solucién bacteriana se distribuyd en alicuotas de 1 ml y se conservo a —80 °C
hasta su uso, segun el método descrito por Schroers y col. (2008). Se
realizaron recuentos en placa, previamente a la realizacion de las pruebas de

adhesion, para comprobar el porcentaje de supervivencia de las bacterias.

Las alicuotas de las bacterias conservadas a —80 °C se descongelaron y
se centrifugaron a 10 500 x g durante 10 min a 4 °C para eliminar el medio de
cultivo. Tras ser resuspendidas en 1 ml de suero fisiologico estéril (0,9 % NacCl)
se afadio el colorante fluorescente para acidos nucleicos Syto® 9 (Invitrogen),
en una proporcién de 1 pl para las 10° bacterias. Después la suspension
bacteriana se centrifugé a 10 500 x g durante 10 min a 4 °C vy, tras eliminar el
sobrenadante, las bacterias fueron resuspendidas en 1 ml de suero fisiolégico
estéril. Esta suspensién se analiz6 espectrofotométricamente en un lector
Genios (Tecon) con filtro de fluorescencia (485 nm de excitacion y 535 nm de
emision) y se comprobd la correcta tincion 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
describié en el apartado 5.3.1.4. La
suspension de zoosporas, procedente

de 5 placas de Petri con 20 ml de

agua RFE, se centrifugd a 18 514 x g

Fig. 7.1. Aeromonas sobria tefiida con _ _
Syto® 9 (escala: 10 um). durante 20 min y seguidamente se

resuspendid6 en suero fisiologico
afiadiendo el Syto® 9 a una concentracién de 1 pl de colorante por cada 10°

quistes en 1 ml. La suspension de quistes se volvio a centrifugar
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(18 514 x g, 20 min) para eliminar el
colorante restante y a continuacion se
resuspendieron en 1 ml de suero
fisioloégico. Los quistes fueron analizados
espectrofotométricamente y se comprobd

si estaban correctamente tefiidos al igual

gue se hizo con las bacterias (fig. 7.2).

Fig. 7.2. Quistes secundarios de
Saprolegnia parasitica tefiidos con

Syto® 9 (escala: 10 um).

7.3.4.2. Pruebas de adhesién al moco

Para realizar los ensayos de adhesion se utilizaron placas de poliestireno
de 96 pocillos de color negro (Costar®, Corning Incorporated) (fig. 7.3) que se
tapizaron con 25 pl de la solucién de moco cutaneo diluida al 1/10, con lo que
la concentracién final de proteinas fue de 0,05 mg ml™. Las soluciones de
moco, tanto de macho como de hembra, se probaron por triplicado. La
adhesion inespecifica se comprob6 tapizando pocillos con moco gastrico de
cerdo (mucin from porcine stomach, Type II; 0,05 mg ml*, Sigma) y albimina
sérica bovina (ASB, 0,05 mg ml™, Sigma). Después se afiadieron a cada pocillo
75 ul de tampoén de tapizado (ver apartado 7.3.3) dejando incubar las placas
toda la noche a 4 °C. Tras realizar 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0,05%, se
afiadieron 25 pl de la suspensién de 10° bacterias ml™ tefiidas con Syto 9. Esta
suspension fue forzada hacia el fondo de los pocillos mediante centrifugado de
las placas (163 x g, 12 s) y se dej6 incubar a temperatura ambiente durante
30 min en oscuridad con las placas selladas. Después se realizo la lectura de la
fluorescencia generada por las bacterias afiadidas a los pocillos utilizando
como blanco suero fisiol6gico estéril. Se consideré que esta fue la lectura a
tiempo O (TO). Los pocillos se lavaron con suero fisiologico, eliminando los
restos de liquido mediante el centrifugado de las placas boca abajo sobre papel
secante (163 x g, 12 s). Tras el lavado se realizé una segunda lectura de la

fluorescencia (afiadiendo previamente 50 pl de suero fisioldgico en cada
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pocillo) y la adherencia se expresd como el porcentaje de fluorescencia de las

bacterias en esta segunda lectura respecto a la registrada a TO.

Para las pruebas de adhesion con quistes se utilizaron las mismas placas
de 96 pocillos de color negro tapizadas con moco cutaneo de macho y de
hembra de trucha comun, por triplicado, del mismo modo que en las pruebas
con bacterias, y se siguieron los mismos pasos pero sustituyendo la solucién
bacteriana por la de 10° quistes ml™". La adherencia se expresé igual que en

los ensayos con bacterias.

Fig 7.3. Placas de poliestireno de 96
pocillos utilizadas en los ensayos de
adhesién de las bacterias y de los quistes
de Saprolegnia parasitica al moco cutaneo
de trucha.

7.3.5. Antagonismo de las bacterias frente a la adhesién de los

quistes de Saprolegnia parasitica al moco cutaneo de trucha
7.3.5.1. Preparacion de los quistes y de las bacterias

Los quistes de Saprolegnia parasitica, a una concentracién de 10° quistes

ml~", se tifieron como se ha descrito en el apartado 7.3.4.1.

Las alicuotas de las suspensiones bacterianas (ver apartado 7.3.4.1) se
descongelaron y centrifugaron a 10 500 x g durante 10 min para eliminar el
medio de cultivo. Después se resuspendieron en 1 ml de suero fisioldgico
estéril y, utilizando esta suspension bacteriana como la dilucion inicial, se

realizaron otras 5 diluciones seriadas 1/10.
7.3.5.2. Pruebas de exclusion, competicion y desplazamiento

Se investigo si la bacteria potencialmente beneficiosa era capaz de influir
negativamente en la adhesion del agente patégeno al moco cutaneo de trucha.

En este sentido se estudid la “exclusién” del agente patdgeno (primero se
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afadio la bacteria y después Saprolegnia parasitica), la “competicion” con el
agente patogeno (la bacteria y S. parasitica se afiadieron al mismo tiempo) y el
“‘desplazamiento” del agente patégeno (primero se afadié S. parasitica y
después la bacteria). El porcentaje de reduccidén de la adhesion se cuantifico

comparando con el testigo en el que no se afadio 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
cutaneo de trucha macho tal como se ha descrito en los apartados anteriores.
Se optod por el moco de macho ya que se observd una mejor adhesion que con
el moco de hembra y porque los machos presentan una mayor incidencia de
saprolegniosis (Richards y Pickering, 1979; Aller Gancedo y Fernandez Diez,
1987). Todas los ensayos se realizaron por triplicado. Para las pruebas de
exclusion se afiadieron 25 ul de cada dilucidon de las bacterias que se forzaron
hacia el fondo mediante centrifugado de las placas (163 x g, 12 s). Tras incubar
30 min a temperatura ambiente, los pocillos se lavaron con suero fisiolégico, se
afiadieron 25 pl de la solucién de quistes tefiidos, se centrifugaron de nuevo las
placas (163 x g, 12 s) y se dejaron incubar otros 30 min a temperatura
ambiente en oscuridad. Para las pruebas de competicion se afiadieron
simultaneamente a cada pocillo 25 pl de la suspensién de quistes tefidos y
25 ul de cada dilucion de bacterias, forzandolos hacia el fondo mediante
centrifugado (163 x g, 12 s). Las placas se dejaron incubar durante 60 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Para las pruebas de desplazamiento se
afadieron a los pocillos 25 pl de la suspension de quistes tefidos y tras su
centrifugado para forzarlos al fondo (163 x g, 12 s) se dejaron incubar durante
30 min a temperatura ambiente en oscuridad. Después del lavado de los
pocillos se afiadieron 25 pl de la suspension bacteriana, se centrifugaron de
nuevo las placas (163 x g, 12 s) y se dejaron incubar otros 30 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Tras los 60 minutos totales de incubacion,
en las tres pruebas, se realiz6 un lavado para eliminar los quistes no adheridos
al moco y se leyo la fluorescencia (después de afadir 50 pl de suero fisiolégico
en cada pocillo) utilizando como blanco suero fisiolégico. Para los tres tipos de
ensayo se prepararon testigos consistentes en afadir suero fisiolégico en lugar

de la suspension de bacterias. El porcentaje de adhesion 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. Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + la desviacién estdndar de al
menos tres experimentos independientes. Las diferencias en la adhesion de las
bacterias a los diferentes sustratos fueron examinadas mediante la prueba t de
Student y la prueba t de Student pareada. También se calcul6 el coeficiente de
correlacion de Pearson para determinar la posible relacién entre la adhesion de

las bacterias al poliestireno y al moco cutaneo de trucha macho.

Para las pruebas de exclusion, competicion y desplazamiento se utilizé el
estadistico t de Student para determinar si las diferencias en la adhesién de los
quistes eran estadisticamente significativas al comparar la presencia de
bacterias con los testigos. En todos los casos los valores P<0,05 fueron
considerados estadisticamente  significativos. Los diferentes calculos
estadisticos se realizaron con el programa informéatico SPSS version 16.0 y
Microsoft Excel 2003.

7.4. RESULTADOS

7.4.1. Adhesion del moco cutaneo de trucha a las placas de

poliestireno

La prueba de ELISA evidencio que el moco cutédneo 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 oOptica de 2,56 + 0,11 y
2,63 = 0,12, respectivamente, muy superior que en los tapizados con albumina
sérica bovina (0,87 + 0,03) lo que, de acuerdo con Neuhaus y col. (2007),
demostré la unién de la lectina DBA a las glicoproteinas del moco,
concretamente a la alfa-galactosamina de la cadena glucidica. En los pocillos
tapizados con moco gastrico de cerdo, que era el testigo positivo, la densidad
oOptica fue de 3,81 £ 0,16 (fig 7.4).
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7.4.2. Adhesién de las bacterias al moco cutaneo

Los resultados de estas pruebas se muestran en el cuadro 7.2. La
adhesion de las 15 bacterias al moco cutaneo de trucha comun macho fue en
general baja, estando comprendida entre 1,7% (Aeromonas sobria LE 76) y
15,3% (Pseudomonas fluorescens LE 141). La adhesion de las bacterias al
moco de macho fue mayor que la adhesion al moco de hembra, siendo las
diferencias significativas (t pareada, P<0,003). Sin embargo, esta adhesion al
moco cutaneo de macho fue similar a la que presentaron las bacterias a la
albumina sérica bovina y al moco gastrico de cerdo (t pareada, P>0,05), siendo
las diferencias significativas sélo en 5 aislados entre la adhesion al moco
cutdneo de macho y a la albumina sérica bovina, y en otros 5 aislados entre el
moco cutdneo de macho y el moco gastrico de cerdo (t de Student, P<0,05).
Ademas, en 2 aislados la adhesion al moco gastrico de cerdo fue
significativamente superior a la adhesion al moco de trucha macho (t de
Student, P<0,05).

La adhesion de las bacterias al poliestireno fue similar a la observada al
moco cutaneo de macho. Solo hubo diferencias significativas con Aeromonas
sobria LE 51 que tuvo una menor adhesion al poliestireno que al moco de
macho, y con Pseudomonas fluorescens LE 141 en la que la adhesion fue
menor al poliestireno que a ambos tipos de moco (t de Student, P<0,05). A su
vez 7 bacterias tuvieron una mayor adhesion al poliestireno que al moco de
macho, pero no hubo diferencias significativas (t de Student, P>0,05). EXxistio
una correlacion estadisticamente significativa entre la adhesién de las bacterias
al poliestireno y al moco cutaneo de trucha macho (coeficiente de correlacion
de Pearson, r= 0,7408; P=0,0014, una cola).
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7.4.3. Adhesion de los quistes de Saprolegnia parasitica al moco

cutaneo de trucha

La adhesion de los quistes al moco cutaneo 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 adhesion 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).
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Fig. 7.5. Porcentaje de adhesién (media + DE de tres experimentos) de los quistes
de Saprolegnia parasitica al moco cutaneo de trucha comun macho (MCM), al moco
cutaneo de trucha comun hembra (MCH), a la albumina sérica bovina (ASB), al
moco gastrico de cerdo (MGC) y al poliestireno.

7.4.4. Pruebas de exclusién, competicion y desplazamiento de

Saprolegnia parasitica con bacterias

Los resultados de estas pruebas se muestran en el cuadro 7.3. En
condiciones de exclusién (cuando se afiadié primero la bacteria y después los
quistes de Saprolegnia parasitica), la adhesion de los quistes al moco cutaneo
de trucha comun macho fue reducida significativamente (t de Student, P<0,05)
por 13 de los 15 aislados bacterianos probados, pero con diferente nimero de
bacterias. Asi, 4 de los aislados bacterianos lo hicieron hasta la tercera dilucion
(2,5 x 10" bacterias), 4 hasta la cuarta (2,6 x 10° bacterias), 3 hasta la quinta
(2,5 x 10° bacterias) y 2 hasta la sexta (2,5 x 10* bacterias). Estos Ultimos

aislados eran Pseudomonas fluorescens (LE 141) y Aeromonas sobria (LE 76).
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Los porcentajes de reduccion de la adhesién de los quistes de S. parasitica con
las concentraciones efectivas de bacterias estuvieron comprendidos entre
78,25y 8,5%.

En las pruebas de competicién (bacteria y quistes se afadieron al mismo
tiempo) la adhesion 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 disminuyd esta
adhesion de forma significativa hasta la tercera dilucién (2,5 x 10’ bacterias), 7
lo hicieron hasta la cuarta (2,5 x 10° bacterias), 5 hasta la quinta (2,5 x 10°
bacterias) y 2 hasta la sexta (2,5 x 10* bacterias). Estos Ultimos aislados eran
de Aeromonas sobria (LE 74 y LE 76). Los porcentajes de reduccion en la
adhesién 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 afadieron primero los quistes y
después la bacteria), 8 de los 15 aislados probados fueron capaces de reducir
significativamente la adhesion de los quistes al moco cutaneo. De ellos, 6 lo
hicieron hasta la tercera dilucién (2,5 x 10’ bacterias) y 2 hasta la cuarta
(2,5 x 10° bacterias). Estos dos Ultimos aislados fueron de nuevo Aeromonas
sobria LE 74 y LE 76. Los porcentajes de reduccién de la adhesion de los
quistes de Saprolegnia parasitica con las concentraciones efectivas de

bacterias estuvieron comprendidos entre 28,16 y 5,24%.
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Cuadro 7.3. Porcentaje de reduccién de la adhesion de los quistes de Saprolegnia parasitica al
moco cutaneo de trucha comdn macho en presencia de diferente nUmero de células de 15

aislados bacterianos, bajo condiciones de exclusién, competicién y desplazamiento.

Nimero de % de reduccion de la adhesion de los quistes
Bacteria Referencia células ,
Exclusion Competicion Desplazamiento
25 %107 65,66 84,07 9,63
Aeromonas sobria LE 51 25x 10°F 31,81 79,35 8,07
25x%10° 1412+ 61,13 * 0,86
25x 107 64,15 83,61 20,45
, 25x 10° 35,06 77,34 16,05 *
Aeromonas sobria LE 74
25x10° 16,44 * 73,61 8,62
25x% 10 425 36,13 % 0
25x10°7 78,25 88,03 28,16
25x10° 61,46 81,07 117"
Aeromonas sobria LE 76
25 x 10° 34,84 81,88 15,79
25x%10° 13,74+ 72,83* 9,36
25x% 107 5,98 £9,86 13,94
FPantoea agglomerans LE 35 25x10°F 3,67 32,94 8,78
25%10° 2 7,42* 8,40
Pant ; LE 36 25 %107 13,91+ 60,97 8,47 *
antoea omerans
agg: 25x 10° 0 55,67 * 0
25x% 107
Pantoea agglomerans LE 37 * 8,80 63,55 6.17
25x10° 3,75 57,30 * 353
25107 35,53 77,87 20,24 *
FPseudomonas fuorescens LE 89 25x 10° 15,76 b6, 15 * 9,93
25x10° 10,21 * 13,85 10,320
25x 107 10,64 73,66 * 5.00
Pseudomonas fluorescens LE 98
25x 10° 10,63 * 48,96 0,34
25 x 107 524 *
Pseudomonas fluorescens LE 122 = 51.90 42,94
25 % 10° 31,79 37,56 ¢ 0
25x 107 4208 83,80 13,83
25x10° 37,93 72,37 8,68
Pseudomonas fluorescens LE 141
25x10° 36,17 32,23+ 0
25x% 10 10,27 * 7.78 5,00
25x 107 32,67 75,67 0,87
Pseudomonas fluorescens LE 143 25x10° 14,05 63,55 1]
25x10° 6,41 36,14 * 0
_ , 25107 8,50 * 56,71 7,46
Serratia fonficola LE 52
25x10° 4 61 39,64 ¢ 0
25x10° 19,72+ 83,35 10,87 *
Xanthomanas retroflexus LE 38 25x%10° 7.mM 74,51 10,27
25x%10° 12,48 44,18 * 7,76
Verainia loish - LE 54 25x 107 2013 52 /9 9,37 =
ersinia kristensenii 25107 13,56 4978 502
o ~ 25x 107 15,00 * 50,68 4,89
Yersinia kristensenii LE 58
25x10° 5 60 36,06 * 0

* Indica el porcentaje de reduccién de la adhesion de los quistes de S. parasitica (alcanzado
por el menor nimero de bacterias) que es significativo en comparacion con el testigo (sin

bacterias).
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En la fig. 7.6 se representan los porcentajes de reduccion de la adhesion
de los quistes de Saprolegnia parasitica obtenidos por los 4 mejores de los 15
aislados bacterianos, teniendo en cuenta las tres pruebas de exclusion,

competicion y desplazamiento.

Exclusién Competicion Desplazamiento
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Fig. 7.6. Porcentaje de reduccion de la adhesion de los quistes de Saprolegnia
parasitica al moco cutaneo de trucha comin 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 (exclusiébn, competicion y
desplazamiento); los resultados se expresan comparando con la adhesion de los
quistes en los testigos (sin bacterias). * Indica el nUmero minimo de bacterias que
redujo significativamente la adhesién de los quistes de S. parasitica.

7.5. DISCUSION

Como se ha comentado anteriormente, la adhesion de la bacteria al moco
del hospedador, y su capacidad para reducir la adhesion del agente patégeno,
es una caracteristica deseable en una bacteria que se pretenda utilizar en la

lucha bioldgica frente a la enfermedad (Chabirillon y col., 2005).

En el presente estudio se han encontrado porcentajes bajos de adhesion
de las diversas bacterias al moco cutaneo de trucha comun, no sobrepasando
el 15,3%. El aislado bacteriano con mayor capacidad de adhesion fue
Pseudomonas fluorescens LE 141, seguido por Pantoea agglomerans LE 35.

La baja capacidad de las bacterias para unirse al moco de peces esta en
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concordancia con los resultados obtenidos por otros autores (Chabrillon y col.,
2005 y 2006; Balcazar y col., 2007), y especialmente con los obtenidos
empleando moco cutaneo, ya que se ha observado en algunos casos una
menor adhesion de las bacterias al moco cutaneo que al moco intestinal en
trucha arcoiris y otras especies de peces (Chabrillon y col., 2006; Balcazar y
col., 2007 y 2008).

Se comprob6 una mayor adhesion de las bacterias al moco de macho que
al de hembra, lo que quiza podria influir en el tratamiento en el supuesto de que
se llegasen a utilizar estas bacterias en el control biolégico de la saprolegniosis,
por lo habria que comprobar si dicha diferencia en la adhesion al moco
requeriria una mayor concentracion de bacterias en el tratamiento de las

truchas hembra.

La union inespecifica se puede valorar probando la adhesién de las
bacterias a la albumina sérica bovina pues, como afirmaron Ouwehand y col.
(2003), es improbable que éstas hayan desarrollado una afinidad especifica por
dicho sustrato. En este estudio las bacterias se adhirieron en porcentajes
similares a la albumina sérica bovina y al moco de trucha comidn macho.
Balcazar y col. (2007 y 2008) encontraron mayor adhesion de las bacterias al
moco intestinal de trucha arcoiris que a la albimina sérica bovina, pero con el
moco cutaneo no existieron estas diferencias. Sin embargo, en otro estudio la
unién de las bacterias al moco intestinal y cutaneo de trucha arcoiris si fue
significativamente mayor que a la albumina sérica bovina y también a la
gelatina en la mayoria de aislados bacterianos probados (Nikoskelainen y col.,
2001).

La adhesion de las bacterias al moco gastrico de cerdo fue en general
menor que al moco cutaneo de trucha, pero no hubo diferencias significativas.
Estos resultados sugieren que la adhesién al moco no se debe a uniones
especificas, dependiendo méas del aislado bacteriano que se prueba que del
moco utilizado. La ausencia de especificidad de hospedador para la adhesion
también fue encontrada por otros autores (Nikoskelainen y col., 2001; Rinkinen

y col., 2003; Chabrillon y col., 2005 y 2006). Sin embargo, es una caracteristica
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deseable y por tanto recomendada como un criterio de seleccion de los

posibles probidticos (Rinkinen y col., 2003; Chabrillon y col., 2005).

La adhesion al poliestireno fue casi tan elevada como la observada en el
moco cutaneo de trucha comudn macho, lo que estad en concordancia con otros
autores (Nikoskelainen y col., 2001; Balcazar y col., 2007). La alta adhesion de
las bacterias al poliestireno se ha relacionado con interaciones hidrofobicas
(Balcazar y col., 2007 y 2008). Asimismo, la elevada hidrofobicidad de las
bacterias ha sido considerada un indicador de buena capacidad de adhesion
por algunos autores (Wadstroum y col., 1987; Balcazar y col., 2007; Pérez-
Sanchez y col., 2011), habiéndose encontrado en el presente estudio una
correlacion entre la elevada adhesion al moco cutdneo de trucha macho y la
adhesion al poliestireno, al contrario que Balcazar y col. (2007). Sin embargo,
Ouwehand y col. (1999) afirmaron que no existia relacién entre la elevada
hidrofobicidad de las bacterias y su buena capacidad adhesiva. Otro indicador
de buena capacidad de adhesion es la autoagregacion (Collado y col., 2008).

En el presente capitulo se describe un nuevo método para estudiar tanto la
adhesién de los quistes de Saprolegnia parasitica al moco cutaneo de trucha
como la capacidad de las bacterias de reducirla bajo diferentes condiciones,
basado en tefiir los quistes con el colorante fluorescente Syto 9, lo que es mas
sencillo y de menor riesgo para el investigador que el uso de isétopos
radioactivos. El elevado porcentaje en que los quistes secundarios de S.
parasitica se adhieren al moco cutaneo de trucha podria deberse a que poseen
haces de filamentos con ganchos, que han sido considerados una adaptacién
de las cepas mas patdgenas para permitir la union de los quistes al hospedador
(Pickering y Willoughby, 1982; Beakes, 1983). Sin embargo, no hemos
observado diferencias significativas entre la adhesién de diversos aislados de
S. parasitica y Saprolegnia diclina al moco cutaneo (datos sin publicar), por lo
gue otros factores como las glicoproteinas que rodean los filamentos podrian
tener un papel importante en la fijacion al pez (Burr y Beakes, 1994). La
adhesion de los quistes fue mayor al moco cutaneo de trucha macho que al de
hembra. Este hecho podria tener relacion con la mayor incidencia de
saprolegniosis en truchas macho encontrada por otros autores (Aller-Gancedo

y Fernandez-Diez, 1987). Al mismo tiempo, la menor cantidad de moco en la
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piel de los machos de trucha comuan, que Pickering (1977) asocié con niveles
de androgenos plasmaticos mas elevados, podria reducir la proteccion de la
piel y contribuir también a la mayor predisposicion de los machos a ser

infectados tal como sugirié este autor.

La capacidad de las bacterias de disminuir la adhesién de los quistes vario
segun las condiciones del experimento. Asi, en las pruebas de exclusion casi
todas las bacterias excluyeron a los quistes de Saprolegnia parasitica, pero con
diferentes cantidades de células. Lo mismo sucedio con todos los aislados
bacterianos en las pruebas de competicion. En cambio, solo la mitad de las
bacterias consiguieron desplazar a los quistes del moco cutaneo, y ademas se
necesitaron concentraciones mas altas que en la exclusion y competicion; esto
podria ser debido a la alta capacidad de adhesion de los quistes de S.
parasitica, lo que haria dificil eliminarlos del moco una vez que ya estan unidos.
Otros autores han realizado ensayos similares en moco cutaneo e intestinal de
diferentes especies de peces, pero en su caso utlizaron patégenos
bacterianos, obteniéndose resultados variados (Vine y col., 2004° Chabrillén y
col., 2005 y 2006; Balcazar y col., 2007 y 2008; Sica y col., 2012).

Los aislados bacterianos que consiguieron reducir significativamente la
adhesién de los quistes con las concentraciones bacterianas mas bajas,
pertenecian a la especie Aeromonas sobria seguida de Pseudomonas
fluorescens. La bacteria Pseudomonas fluorescens LE 141, que presento la
mayor adhesion al moco cutaneo de trucha, obtuvo buenos resultados en las
pruebas de exclusibn y competicibn pero no desplazé a los quistes de
Saprolegnia parasitica del moco.

Las bacterias descritas en el presente estudio que han mostrado su
capacidad para reducir la adhesion de los quistes de Saprolegnia parasitica al
moco cutaneo de trucha, podrian ser buenas candidatas para su utilizacion en
la lucha biologica frente a la saprolegniosis en los salmoénidos, pero para
confirmar dicha utilidad es necesario realizar ensayos in vivo con peces

infectados.
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PRIMERA. La flora bacteriana cutanea de la trucha comun y la de la trucha
arcoiris son cualitativamente diferentes. Factores como el ambiente y los
tratamientos del agua con desinfectantes influyen en su composicion. 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 nimero de bacterias
en la piel de la trucha comun es menor en otofio, que es cuando suelen

aparecer los primeros peces con saprolegniosis en los rios de Leodn.

SEGUNDA. lodobacter fue el género bacteriano mayoritario en la piel de
trucha coman, Aeromonas en las lesiones de saprolegniosis de trucha comun y

Chryseobacterium en la piel de trucha arcoiris.

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 germinacion
de los quistes de Saprolegnia parasitica, pero reducen el crecimiento del
micelio a partir de éstos con mayor eficacia que cuando el micelio ya esta
formado en los cafiamones gue se utilizan en los cultivos, lo que podria indicar
que estas bacterias quiza tendrian una mayor accion preventiva que curativa

en el supuesto de que llegasen a utilizarse en el control de la saprolegniosis.

QUINTA. Los aislados bacterianos mas inhibitorios frente a Saprolegnia
parasitica se adhieren in vitro en un porcentaje bajo al moco cutaneo de trucha
comun, y mas 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 adhesion especialmente bajo condiciones de

exclusion y competicion.

SEXTA. Los aislados bacterianos que tuvieron los mejores resultados en
las pruebas in vitro de inhibicién del crecimiento de Saprolegnia parasitica, y

que a su vez fueron apatdgenos para la trucha arcoiris, pertenecen a las
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especies Aeromonas sobria y Pseudomonas fluorescens. Estas bacterias
podrian ser buenas candidatas para su utilizacién en la lucha biolégica contra
la saprolegniosis, pero ello debera demostrarse mediante estudios in vivo en
trucha.

120









Anexo 1

ANEXO 1

RELACION DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ADN: acido desoxirribonucléico

ANOVA: analisis de la varianza

ARN: &cido ribonucléico

ASB: albumina sérica bovina

BHI: brain heart infusion (infusion de cerebro y corazén)

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (herramienta de blusqueda que
compara una secuencia problema con otras existentes en las bases de datos
localizando las mas parecidas)

cm: centimetro

col.: colaboradores

°C: grados centigrados

d: dia

DBA: Dolichos biflorus lectin (lectina de Dolichos biflorus)

DE: desviacion estandar

D.O.: densidad éptica

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por Inmunoabsorcién
Ligado a Enzimas)

EMBL: European Molecular Biology Institute (Instituto de Biologia Molecular
Europeo)

fig: figura

g: gramo

GP: glucosa-peptona

h: hora

H,O,: peréxido de hidrégeno

H,SO,: acido sulfarico

KCI: cloruro potasico

KH,PO,: fosfato de potasio monobasico

KOH: hidréxido potasico

K-W: prueba de Kruskal-Wallis

L: litro
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log: logaritmo en base 10

M: molar

mg: miligramo

MgCls: cloruro magnésico

MgSO,: sulfato de magnesio

min: minuto

ml: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

Mn: manganeso

ul: microlitro

um: micrémetro

N: normal

NaCl: cloruro sédico

Na,HPO,: fosfato disédico anhidro

NCBI: National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional para la
Informacién en Biotecnologia, USA)

ng: nanogramo

nm: nanémetro

OPD: o-phenylenediamine dihydrochloride (o-fenilendiamina dihidrocloruro)
Pag: pagina

PAS: periodic acid Schiff (&cido peryddico de Schiff)

PBS: phosphate buffered saline (tampon fosfato salino)

PCR: polymerase chain reaction (reaccidén en cadena de la polimerasa)
ppm: partes por millén

p/v: peso/volumen

RFE: agua de rio filtrada y esterilizada

rpm: revoluciones por minuto

s: segundo

SpHtp1l: host-targeting protein 1

TBE: Tris-borate-EDTA (tampdn 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)
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UE: Union Europea
UFC: unidades formadoras de colonias
V: voltio

v/v: volumen/volumen
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ANEXO 2

RELACION DE CUADROS

Cuadro 4.1. ldentificacion taxonémica de 137 aislados bacterianos seleccionados de
la piel de trucha comun sana, trucha comun con saprolegniosis y trucha
APCONIS SANMAL. ettt ettt

Cuadro 4.2. Numero de aislados bacterianos de cada una de las especies obtenidas
de la piel de trucha comun sana en las diferentes estaciones y puntos de
muestreo. Los cultivos de las muestras del Centro Piscicola fueron
Negativos €N PriMaVEra...........ccceeeeeieei i,

Cuadro 4.3. Numero de aislados de las especies mas representativas obtenidas de
las lesiones de saprolegniosis en trucha comun 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
IO OMAMA. .. eeiiii e e e e e e e e s e e e e e e s ennnebeaeeeeeeaaas

Cuadro 5.1. Bacterias de la piel y de lesiones de saprolegniosis de trucha comun y
trucha arcoiris en las que se estudié su accion inhibitoria in vitro sobre
Saprolegnia ParasitiCa...........cooeeiiiiieie e

Cuadro 5.2. Grado de inhibicion del crecimiento de Saprolegnia parasitica producido
por 72 aislados bacterianos en agar BHI (prueba en placa), en medio
liquido con una semilla de cafiamo colonizada por S. parasitica (prueba
con cafiamén) y en medio liquido con quistes (prueba con quistes............

Cuadro 5.3. Resultados de las pruebas in vitro realizadas con los 24 aislados
bacterianos que presentaron mayor actividad inhibitoria frente a
SaProlegniaPaAraSItiCa.......cccieiiiiiiiiiiiiie e

Cuadro 6.1. Resultados obtenidos con los 8 aislados bacterianos que fueron
patégenos para la trucha arcoiris tras inocular 10° células por via
intramuscular (im) o via intraperitoneal (IP).........ccoveereriiiiieiiiiee e

Cuadro 7.1. Aislados bacterianos utilizados para las pruebas de adhesiéon al moco
CUtAneo de trucha COMUN..........coooiiii e

Cuadro 7.2. Porcentaje de adhesion (media + DE de tres experimentos) de 15
aislados bacterianos al moco cutaneo de trucha comin macho (MCM), al
de trucha hembra (MCH), a la albumina sérica bovina (ASB), al moco
gastrico de cerdo (MGC) y al polieStireno..........ccueeveeeeeiiiiiiiiieeeeeeee e

Cuadro 7.3. Porcentaje de reduccion de la adhesién de los quistes de Saprolegnia
parasitica al moco cutdneo de trucha comin macho en presencia de
diferente nimero de células de 15 aislados bacterianos, bajo condiciones
de exclusion, competicion y desplazamiento...........ccccovvveeeeiiiieeeeiiieeee e
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ANEXO 3

RELACION DE FIGURAS

Figura 3.1. Siembra por agotamiento. Cultivo de Pseudomonas sp. en agar TSA, 3
AIAaS @ 20°0C. ..

Figura 3.2. Recuento en camara de Neubauer: vista de un cuadrado grande con
células de Aeromonas SP. (200 X)........uuuururrrrmrrmmrrrrinirrnrrrrrrrrrrr————————.

Figura 3.3. Recuento en placa. Siembra en agar TSA para determinar el nimero de
unidades formadoras de COlONIAS. ........cccceuurmiiieeeeeeeees

Figura 4.1. Localizacion geogréfica de los puntos de muestreo de trucha comudn en el
rio Omafa (El Castillo), rio Porma (entre Cerezales y Castrillo del
Condado) y Centro Piscicola (Vegas del Condado), y de trucha arcoiris de
piscifactorias situadas en el rio Duerna (Velilla de la Valduerna), rio
Orbigo (Villanueva de Carrizo) y rio Porma (Castrillo del Condado).............

Figuras 4.2 a 4.4. Obtencion de la muestra cutdnea en una trucha arcoiris. 4.2.
Raspado de la superficie cutanea, delimitada por un sacabocados de 16
mm de diametro, tras haber afiadido 1ml de PBS. 4.3. Recogida de la
suspension formada tras el raspado. 4.4. Aspecto de la superficie cutanea
después de obtener la muestra (flecha)...........ccccovieiiiiiiiii i

Figuras 4.5 a 4.7. Cultivos de raspados cutaneos de trucha en TSA a 20 °C. 4.5.
Cultivo de 3 dias de una trucha arcoiris sana. 4.6. Cultivo de 7 dias de una
trucha comin sana procendente de un estanque tratado con
desinfectantes. 4.7. Cultivo de 3 dias de una lesién de saprolegniosis de
una trucha ComUN........ccccciiiiii

Figuras 4.8 a 4.11. Numero de bacterias (media + DE) presentes en la piel de trucha
comun y de trucha arcoiris en relacion con los factores siguientes: 4.8.
Especie y estado de la piel; 4.9. Estacion del afio; 4.10. Lugar de
procedencia de la trucha comun; 4.11. Piscifactoria de la trucha arcoiris .
No hubo truchas con saprolegniosis en verano y tampoco en el rio
Omafa. Las medias significativamente diferentes del resto estan
MArcadas CON UN ASLEIISCO.......c.uuuiiirieieeeeiaiiiieie e e e e e e e sttt eeee s e s stbnreeeeeeeaaaans

Figuras 5.1 a 5.3. Inhibicion del crecimiento de Saprolegnia parasitica con bacterias.
Primero se incubd la bacteria (estrias paralelas) a 20 °C durante 7 dias en
agar BHI y seguidamente S. parasitica durante 4 dias: 5.1. Testigo
negativo; 5.2. Inhibicién baja producida por Deefgea sp.; 5.3. Inhibicion
alta producida por Xanthomonas retrofleXus...........c.uuvvveeeeeveeiieiiiiiniiiniieneeen,

Figuras 5.4 a 5.6. Inhibicién con bacterias del crecimiento del micelio de Saprolegnia
parasitica a los 3 dias de incubacién a 20 °C en medio liquido con
cafiamon: 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), lodobacter fluviatilis (1) y
Aeromonas sobria (2); 5.5. Testigo negativo con crecimiento abundante de
S. parasitica; 5.6. Inhibicion de S. parasitica producida por un aislado de
AEromMONAS SODIIA. .....coiiiieei e,

Pag
30
31

32

39

41

41

46

75

129



Anexo 3

Figura. 5.7. Inhibicion con bacterias de la germinacion de los quistes de Saprolegnia
parasitica a los 3 dias de incubacion a 20 °C en medio liquido. 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, lodobacter sp. (1), Aeromonas piscicola (1), Pseudomonas
fluorescens (1) y Aeromonas POPOFfii (1)...eeeeeeeeriiimmmmiiiieeiiiiiieee e

Figura 5.8. Inhibicién con sobrenadantes bacterianos de la germinacion de los quistes
y de la formacién de micelio de Saprolegnia parasitica a los 3 dias a 20 °C
en medio liquido. 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 ultimos
pocillos pertenecen al testigo NegatiVo..........ccooeeeeieiiiiiiiie e,

Figura 6.1. Instalaciones (tanques y fuentes de agua fria) donde se efectuaron las
pruebas de patogenicidad de las bacterias...........cccvvveveviveriiiiiiiiiieiiiiiiiienee,

Figura 6.2. Inoculacion intraperitoneal en una trucha arcoiris...........cccceeviciieeeeiiiiieeeeenee

Figuras 6.3 y 6.4. Truchas arcoiris con Ulceras cutdneas (flechas) producidas por
Aeromonas salmonicida LE9 a los 10 dias de la inoculacion
1oL A =T g0 EY o101 = T

Figura 6.5. a) Trucha arcoiris con el higado palido y con el bazo hipertrofiado y
lesiones granulomatosas (flecha), a los 10 dias de la inoculacion
intraperitoneal con Aeromonas sobria LE 104; b) Trucha
EESHgO. i

Figura 6.6. Trucha arcoiris con el bazo hipertrofiado (flecha) a los 10 dias de la
inoculacion intraperitoneal con Aeromonas sobria LE 17...........ccccceviiieeeenne

Figura 7.1. Aeromonas sobria tefiida con Syto® 9. (Escala: 10 pm).......cccccevveeriveeennnen.

Figura 7.2. Quistes secundarios de Saprolegnia parasitica tefiidos con Syto® 9.
[(SEToz= 1= W L0 VT2 ) TR PPPPPP

Figura 7.3. Placas de poliestireno de 96 pocillos utilizadas en los ensayos de
adhesion de las bacterias y de los quistes de Saprolegnia parasitica al
MOCO CULANEO € trUCKA. ...

Figura 7.4. Prueba de ELISA para determinar la adhesion del moco cutaneo de
trucha comdn a una placa de poliestireno. Filas A y B: moco cutaneo de
truchas macho y hembra, respectivamente. Fila C: testigo positivo (moco
gastrico de cerdo). Fila D: testigo negativo (albumina sérica
DOVING)...coiiiiii

Figura 7.5. Porcentaje de adhesion (media + DE de tres experimentos) de los quistes
de Saprolegnia parasitica al moco cutdneo de trucha comun macho
(MCM), al moco cutaneo de trucha comdn hembra (MCH), a la albimina
sérica bovina (ASB), al moco gastrico de cerdo (MGC) y al
[S10] =251 =1 o TP PP PP PPPPPPPPRN
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Figura 7.6. Porcentaje de reduccion de la adhesion de los quistes de Saprolegnia
parasitica al moco cutaneo de trucha comun 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 (exclusion,
competicion y desplazamiento); los resultados se expresan comparando
con la adhesion de los quistes en los testigos (sin bacterias). * Indica el
namero minimo de bacterias que redujo significativamente la adhesion de
los quistes de S. parasitiCa.........ccccceeeeeeiiiiiii, 113
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ABSTRACT: Variations in the number and diversity of bacteria from the skin of brown trout Salmo
trutta L. and rainbow trout Oncorhynchus mykiss Walbaum were surveyed from different rivers
and fish farms in northern Spain. In addition to determining bacterial populations in skin samples
of healthy fish, bacterial populations were determined from skin lesions (of brown trout only)
infected with Saprolegnia parasitica, the causal agent of saprolegniosis. Mean bacterial counts
from skin lesions of brown trout suffering from saprolegniosis were nearly 1000 times greater than
from the skin of uninfected brown and rainbow trout. More than 20 different genera of bacteria
were identified, with isolates of Aeromonas and Iodobacter being the predominant genera associ-
ated with saprolegniosis lesions. The in vitro inhibitory activity of 72 of these skin isolates was
tested against S. parasitica using 3 different assays. These included (1) assessing the inhibition by
bacteria of colony growth on agar media, (2) the inhibition of colony growth from colonized hemp
seeds in liquid media and (3) the inhibition of cyst germination in liquid media. Finally, the fungi-
cidal effect of the 24 most inhibitory bacterial species, and the inhibitory activity of their culture
supernatants, was tested in the same way. Isolates identified as Aeromonas piscicola, A. sobria,
Pantoea agglomerans and Pseudomonas fluorescens achieved the highest inhibition against S.
parasitica. Many of these inhibitory isolates were obtained primarily from skin lesions of fish with
saprolegniosis. It is suggested that some of these isolates might be useful in the biological control
of saprolegniosis.

KEY WORDS: Saprolegnia parasitica - Inhibition assays - Bacterial skin flora - Trout
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INTRODUCTION

Saprolegniosis is a disease of freshwater fish caused
by Saprolegnia spp., which frequently appears in
wild and farmed salmonids. For many years it has
been a recurrent problem for brown trout in rivers
and hatcheries in north-western Spain, usually
emerging in the autumn and winter, coinciding with
the spawning period.

Since the banning of malachite green in many
countries, control of saprolegniosis has been based
on other chemical substances, which, due to their low
efficacy, potential toxicity or high cost, are not com-

*Corresponding author. Email: jmallg@unileon.es

pletely satisfactory. For these reasons, interest in the
development of biocontrol measures has increased in
the last few years. Bacteria from the skin flora may
play a role in development of the disease, and some
microorganisms could protect against Saprolegnia
parasitica infection on fish (Petersen et al. 1994).
Therefore, studying the local flora where the infec-
tion is established is likely to yield bacterial isolates
potentially useful for biocontrol, as has been done
with various other fish and amphibian infections
(Spanggaard et al. 2001, Silva et al. 2005, Harris et al.
2006, Goldschmidt-Clermont et al. 2008, Aly et al.
2008, Fjellheim et al. 2010).
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However, the selection of bacteria useful for bio-
control is a laborious task based on in vitro and in
vivo tests on a large set of bacteria. In vitro tests,
which are used as primary screening, usually com-
prise several independent tests, which means that
they are focused on the demonstration of different
bacterial properties. In the case of bacteria for con-
trol of Saprolegnia spp., inhibition of mycelium
growth and cyst germination (Hatai & Willoughby
1988, Bly et al. 1997, Hussein & Hatai 2001, Lategan
& Gibson 2003, Zhang et al. 2008), the ability to kill
the organism and the capacity to attach to the
mucus of fish are theoretically advantageous fea-
tures. Studying production of extracellular sub-
stances by inhibitory bacteria would add informa-
tion about their mechanism of action and might
make it possible to isolate the inhibitory substance
for management of fish health (Lategan et al. 2006).
In vivo tests, used as secondary screening, are cru-
cial in determining whether the bacteria are effec-
tive in the biocontrol of saprolegniosis (Lategan &
Gibson 2003, Lategan et al. 2004).

The aim of the present work was to determine the
in vitro inhibitory activity of bacteria found on the
skin of brown and rainbow trout against Saprolegnia
parasitica, in order to isolate one or more bacteria
potentially useful for the biocontrol of saprolegniosis.
We also present information on the inhibitory effects
of bacterial supernatants and on variations in the
bacterial populations found on the skin of healthy
trout and of those infected with S. parasitica.

MATERIALS AND METHODS
Fish and isolation of bacteria

From April 2006 to January 2007, adult brown trout
Salmo trutta L. (n = 96; 78 healthy and 18 with sapro-
legniosis caused by Saprolegnia parasitica) were col-
lected from 3 different sites in the province of Leén,
north-western Spain: (1) the River Porma, which has
frequent outbreaks of saprolegniosis caused by S.
parasitica; (2) the River Omana, which has no record
of the disease; and (3) a hatchery supplied with water
from the River Porma, where infected trout are found
every year. Healthy specimens were collected at sea-
sonal intervals, and diseased specimens whenever
present. Between December 2007 and January 2008,
adult healthy rainbow trout Oncorhynchus mykiss
Walbaum (n = 14) were obtained from 3 commercial
fish farms located on the Rivers Duerna, Orbigo and
Porma, also in the province of Ledn.

All specimens were transported live to the labora-
tory, killed within 2 h of collection and their skin sur-
face gently rinsed with sterile distilled water. Sam-
ples were obtained from the skin surface of healthy
specimens and from cutaneous lesions in those with
saprolegniosis. In hatchery brown trout displaying
saprolegniosis, samples were also taken from areas
of healthy skin. Skin surface samples were obtained
by scraping the 2 cm? area inside the outline of a
16 mm punch placed on the skin surface, and con-
taining 1 ml phosphate buffered saline (PBS) added
as diluent. The resulting mixture was serially diluted
in PBS, and 100 pl of the appropriate dilutions were
spread onto tryptose soya agar (TSA, Cultimed) and
sheep blood agar (bioMérieux®) plates. After aerobic
cultivation for 7 d at 20°C, the plates were analysed
for total counts using dilutions, as far as possible,
with between 30 and 300 colonies. The number of
colony-forming units (CFU) cm™ of skin was esti-
mated from the mean of CFU in blood agar and TSA,
as the mean counts on these 2 media were similar
(ANOVA, p > 0.05).

One colony of the most numerous bacterial types
from plates derived from different fish was removed
and sub-cultured until pure cultures were obtained.
The selected bacterial isolates were stored frozen
at —80°C in tryptose soya broth (TSB, Cultimed) with
30% v/v glycerol.

ANOVA or the Kruskal-Wallis test (K-W) was used to
determine whether the differences between means or
medians of bacterial counts (after log transformation)
were significant (p < 0.05). All statistical tests were
performed using Epi Info™ version 3.2.2 software.

Bacterial identification

Identification of bacterial isolates was carried out
first using basic phenotypic methods and then mole-
cular methods. The latter consisted of sequencing the
fragment of the 16S rDNA gene amplified by the uni-
versal bacterial primers (both from Invitrogen) 27F
(5'-AGA GTT TGA TC(A:C) TGG CTC AG-3') and
1492R (5'-TAC GG(C:T) TACCTT GTT ACG ACT T-
3'). For identification to species level of isolates iden-
tified as belonging to the genus Pseudomonas, a
fragment of the 23S rDNA gene was amplified by the
primers (both from Invitrogen) fPs16S (5'-ACT GAC
ACT GAG GTG CGA AAG CG-3') and rPs23S (5'-
ACC GTA TGC GCT TCT TCA CTT GAC C-3')
(Locatelli et al. 2002).

The sequences were compared with those avail-
able in the GenBank database using the BLASTn
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algorithm at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank.
Representative sequencing outputs are available at
http://www.ebi.ac.uk/embl/Access/index.html under
the accession numbers FN908434-FN908459.

Inhibition assays with bacteria

Bacterial and Saprolegnia isolates. A total of 72
bacterial isolates from trout skin, including 61 repre-
sentatives of the different species identified in this
study as well as 11 others from previous isolations in
our laboratory (see Table 1), were tested against the
Saprolegnia parasitica TRU 8 isolate obtained from a
wild brown trout with saprolegniosis (Fregeneda-
Grandes et al. 2000). To test the inhibitory activity of
the bacterial isolates, 3 assays were carried out. The
first tested the inhibition of hyphal growth on solid
media (plate assay), the second and third tested the
inhibition of hyphal growth and germination of cysts,
respectively, in liquid media (broth assays).

Plate assay. This test was performed in Petri dishes
with brain-heart infusion agar (BHI, Cultimed) inocu-
lated with 2 parallel streaks of each bacterium, as de-
scribed by Hussein & Hatai (2001). Two plates were
prepared per bacterial isolate for each incubation time
tested: 3, 5 or 7 d at 20°C, for a total of 6 plates per iso-
late. After incubation, a block of agar with Saprolegnia
parasitica young hyphal tips, 3 mm diameter, was
placed between the 2 bacterial streaks. The plates
were subsequently incubated for 4 d at 20°C and
the diameter of the S. parasitica colony measured. A
negative control plate, without bacterial streaks, was
assayed. The diameter reached by the S. parasitica
colony was used as an indicator of inhibitory activity.

Broth assays (hemp seed test and cyst test). First,
the bacterial isolates were inoculated into TSB and
incubated at 20°C overnight. Following this, a 250 pl
aliquot of the culture broth was inoculated into
12.5 ml of TSB and incubated until the estimated
middle of the exponential growth phase on a rotary
orbital shaker (Innova® 44, New Brunswick Scien-
tific) at 20°C and 200 rpm (the estimate being based
on previously established growth curves). The bacte-
ria were pelleted by centrifuging at 1000 x g for
15 min and resuspended in sterile saline solution.
The concentration of bacteria was adjusted (based on
the optical density of the cultures) to 2 x 10° bacteria
ml~! for the assays with colonized hemp seeds, and to
4 x 10° bacteria ml™! for the assays with zoospores, so
that the final concentrations of bacteria in the 2 tests
were equal. Taking this as the first dilution, five 10-
fold dilutions of bacterial suspension were prepared.

In parallel, Saprolegnia parasitica was incubated
for 3 d at 20°C on glucose peptone (GP) agar
(Willoughby & Pickering 1977). Autoclaved half
hemp seeds Cannabis sativa were then placed on the
edges of the colony and incubation was continued
for another 24 h at 20°C. To obtain zoospores, the
method described by Fregeneda-Grandes et al.
(2000) was used. Briefly, half hemp seeds colonised
by hyphae were placed in Petri dishes with filtered
autoclaved river water, and incubated for 36 h at
20°C. The concentration of zoospores was then esti-
mated using a Hawksley Cristalite BS 748 counting
chamber and adjusted to 4 x 10 zoospores ml~",

For the test with a hemp seed colonized by Sapro-
legnia parasitica (hemp-seed test), 1 ml of each bac-
terial dilution, 1 ml of TSB and a half hemp seed col-
onized by S. parasitica were dispensed by duplicate
into each well of a 24-well tissue culture plate (Fal-
con). Bacteria and S. parasitica negative controls
were included on each plate. For the assay with the
zoospores/cysts of S. parasitica (cyst test), the proce-
dure was basically like the hemp-seed test, the only
difference being that 0.5 ml of the zoospore suspen-
sion was added in place of a colonized hemp seed,
and 0.5 ml of each bacterial dilution was used instead
of 1 ml. Bacteria and S. parasitica zoospore negative
controls were also included on each plate. Plates
were incubated for 3 d at 20°C. Presence/absence of
macroscopic or microscopic hyphal growth and ger-
mination of cysts was observed throughout the incu-
bation period using a Nikon Diaphot inverted micro-
scope and results were recorded on Day 3.

Assay to determine fungicidal effects

For this assay we used the 24 bacterial isolates with
the highest inhibitory activity, as determined by the
previous 3 tests. The bacterial and Saprolegnia para-
sitica isolates were prepared as for the hemp-seed
test in broth assays. Then, 1 ml of each inhibitory
bacterial dilution, 1 ml of TSB and a half hemp seed
colonized by S. parasitica were dispensed by dupli-
cate into each well of a 24-well plate and incubated
at 20°C. Incubation times of 1, 2 or 3 d were tested. At
the end of each period, the hemp seeds in the wells
showing no S. parasitica growth were removed,
washed 3 times with sterile distilled water, placed in
a Petri dish with 20 ml of filtered and autoclaved river
water containing 2 x 102 mg streptomycin 17! and 2 x
10° UI penicillin 17!, and incubated for 20 d at 20°C.
False positive results due to inhibitory effects of bac-
teria remaining viable in the mycelium were avoided
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by accepting the results only when there was no
growth of bacteria from a sample of the water col-
lected after 24 h. Negative control was achieved by
incubating a hemp seed colonized by S. parasitica in
water both with and without antibiotics. Absence of
viability was determined when there was no growth
of the mycelium.

Inhibition assays with bacterial culture
supernatants

For these assays the same 24 bacterial isolates used
in the test to study fungicidal effects were selected.
The method described by Lategan et al. (2006) was
used to prepare supernatants. In brief, after the bac-
teria had been cultivated in tryptone-neutralized
peptone broth (TNPB) on a rotary shaker at 180 rpm
for 36 h at 25°C, they were Kkilled by heating in a
water bath for 1 h at 70°C. Then the cultures were
centrifuged at 15000 x g for 20 min and the super-
natant collected. Following this, the supernatants
were filtered through a 0.22 pm syringe filter (Acro-
disc®) and their pH was measured and adjusted to
7.0. This supernatant and three 2-fold serial dilutions
in TNPB were tested.

Two broth assays were carried out. The purpose of
the first was to investigate the capacity of the super-
natants to inhibit hyphal growth (hemp-seed test). In
this assay, 2 ml of each supernatant dilution and a
half hemp seed colonized by S. parasitica were dis-
pensed by duplicate into each well of a 24-well tissue
culture plate. Wells with TNPB instead of the super-
natants were included as negative controls. The pur-
pose of the second assay was to investigate the
capacity of the supernatants to inhibit cyst germina-
tion (cyst test). In this assay, 1 ml of each supernatant
dilution and 1 ml of the zoospore suspension (pre-
pared as described under ‘Broth assays', above) were
added to each well. Wells with TNPB instead of
supernatants were included as negative controls.
The same incubation times and observation proce-
dures as in ‘Broth assays’, were completed.

RESULTS
Skin bacterial counts and identification of bacteria
The bacterial counts cm™ of skin after log transfor-
mation of each type of sample are shown in Fig. 1.

The geometric means of bacterial counts in healthy
skin of brown trout with and without saprolegniosis

were 57 and 179 CFU cm™? respectively, with no sig-
nificant differences between bacterial counts (K-W,
p > 0.05). However, in lesions of saprolegniosis the
geometric mean was much higher (57 518 CFU cm™?).
It was found that, on the skin of healthy brown trout,
the mean bacterial counts in each season (from 23 to
168 CFU cm™2) and at each sampling point (from 22 to
90 CFU cm™2) were significantly different (K-W, p <
0.001 and ANOVA, p = 0.0029 respectively). A con-
siderable difference (ANOVA, p < 0.005) was also
found between the mean bacterial counts in fish from
the 3 rainbow trout fish farms, which varied from 12
to 834 CFU cm™2 (ANOVA, p < 0.005).

In total, 137 bacteria were selected (119 from
healthy and diseased brown trout and 18 from
healthy rainbow trout) and 23 bacterial genera and
28 species were identified (Table 1). The identifica-
tion to genus level was achieved by sequencing the
16S rRNA gene in all the isolates in which this
method was used. However, using the phenotypic
tests, only 56.2 % of isolates were identified to genus
level. Using molecular methods, identification to spe-
cies level was achieved in 59.4 % of the isolates. The
results from phenotypic tests and from molecular
identification were identical with respect to genera
identified.

Species most frequently isolated from the skin of
healthy brown trout were Iodobacter sp., Deefgea
rivuli and Yersinia kristensenii (with all Yersinia iso-
lates being obtained in summer); from the healthy
skin of brown trout with saprolegniosis, Iodobacter
sp. and D. rivuli; from saprolegniosis lesions on these
individuals, Iodobacter sp., Aeromonas sobria and
Aeromonas sp.; and from the skin of healthy rainbow
trout, Chryseobacterium sp., Pseudomonas fluores-
cens and Staphylococcus sp., each species predomi-
nating at a different fish farm (Table 1).

Inhibition assays with bacteria

Plate assays. Because the highest difference in the
inhibitory action upon mycelium growth among bac-
teria tested was observed when Saprolegnia parasit-
ica was inoculated onto plates with bacterial cultures
previously grown for 7 d, it was this incubation
period against which degree of inhibition was mea-
sured. On the negative control plates the colony
grew to 4 cm in diameter (Fig. 2). Presence of inhi-
bitory activity was determined when the S. parasitica
colony reached a diameter of 2.5 cm or less, and was
observed in all 72 isolates. Inhibitory activity was
then grouped into 3 inhibition levels depending on
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Fig. 1. Bacterial plate counts (mean CFU cm™ + SD) from skin or lesions of brown trout Salmo trutta and rainbow trout

Oncorhynchus mykiss. (a) Total; (b) by season; (c) by sampling location; (d) from 3 rainbow trout fish farms. No trout with

saprolegniosis were found either in summer or in the river Omana. Asterisk: significantly higher mean (p < 0.05) than the
mean of the other samples; (b) and (c) only in healthy trout

the diameter reached by the S. parasitica colony
(Tables 2 & 3).

Broth assays. For the hemp-seed test, the absence
of macroscopic hyphal growth after 3 d of incubation
was used to indicate inhibitory activity (Fig. 2). It was
found that 41 out of the 72 bacterial isolates (56.9 %)
tested exhibited this activity at any dilution. The min-
imum number of bacteria added to the wells neces-
sary for the inhibition of S. parasitica was used to
establish 3 levels of inhibitory activity. The results of
this assay are shown in Tables 2 & 3.

For the cyst test, it was observed that none of the 72
bacterial isolates inhibited cyst germination, but that
the mycelium growth was inversely proportional to
the concentration of bacteria added to the wells.
Therefore, absence of macroscopic growth at any
dilution after 3 d of incubation was considered as
inhibitory activity, and it was found in 52 out of the 72
isolates (72.2 %). Depending on the minimal concen-
tration of bacteria necessary for this effect, 3 levels of
inhibition were fixed. The results of this assay are
shown in Tables 2 & 3.

Fungicidal effect of the bacteria. Fifteen of the 24
bacteria species tested proved to be lethal for Sapro-

legnia parasitica under any of the conditions assayed
(Table 3). A small and atrophied brown mycelium
was observed after 20 d of incubation in water, in
contrast to the control plates and plates with the non-
fungicidal bacteria, in which the mycelium grew and
produced zoospores. The bacteria caused the lethal
effect on S. parasitica only up to the second dilution
(2 x 10* bacteria per well), and with at least 2 d of
incubation together at 20°C.

Most inhibitory isolates. The isolates with high
inhibitory activity in the plate assay, capable of
inhibiting Saprolegnia parasitica with a lower con-
centration of bacteria in the broth assays and also
with fungicidal effect, were considered the best
(Table 3). These isolates belonged to the species
Aeromonas piscicola, A. sobria, Pantoea agglomer-
ans and Pseudomonas fluorescens, many of them
(66.6 %) obtained from saprolegniosis lesions.

Inhibition assays with the bacterial culture super-
natants. In the broth assay with colonized hemp
seeds, it was observed that 19 of the 24 bacterial
supernatants tested showed inhibition of Saproleg-
nia parasitica mycelium growth after 3 d of incuba-
tion. Total inhibition was observed at the first dilu-
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Table 1. Taxonomic identification of bacteria isolated from skin of brown trout Salmo trutta and rainbow trout Oncorhynchus
mykiss, and of bacterial isolates used in the in vitro inhibition assays against Saprolegnia parasitica

Bacteria

Healthy

brown trout

Brown trout with Healthy Total Isolates used
saprolegniosis rainbow isolates in the
Healthy skin Lesions trout inhibition assays

Achromobacter xylosoxidans
Acinetobacter Iwoffii
Acinetobacter johnsonii®
Acinetobacter sp.
Aeromonas piscicola
Aeromonas popoffii
Aeromonas salmonicida
Aeromonas salmonicida®
Aeromonas sobria
Aeromonas sp.
Brevundimonas nasdae
Carnobacterium maltaromaticum
Chryseobacterium sp.
Deefgea rivuli
Flavobacterium succinicans
Flavobacterium sp.
Flavobacterium sp.?
Frigoribacterium sp.
Gram-negative rods
Gram-positive rods
Iodobacter fluviatilis
Iodobacter sp.

Iodobacter sp.?
Janthinobacterium lividum
Janthinobacterium sp.
Kocuria rhizophila

Kurthia zopfii
Microbacterium foliorum
Microbacterium hydrocarbonoxydans
Microbacterium phyllosphaerae
Microbacterium sp.
Moraxella osloensis
Pantoea agglomerans
Plantibacter agrosticola
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas fluorescens®
Rhodococcus fascians
Rhodococcus fascians®
Rhodococcus sp.

Serratia fonticola
Staphylococcus aureus®
Staphylococcus equorum®
Staphylococcus pasteuri
Staphylococcus sp.
Xanthomonas retroflexus
Yersinia enterocolitica
Yersinia intermedia
Yersinia kristensenii

Total
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tion, and was achieved by only 10 bacterial isolates.
This was considered high inhibition. If mycelium
growth was reduced in comparison to the control,
but not inhibited totally, it was considered low inhi-

bition (Table 3).

When bacterial supernatants were used in the cyst
test, the growth of mycelia from the cysts, but not
their germination, was inhibited in 20 of the 24 iso-
lates tested. After 3 d of incubation, 14 of these iso-
lates showed high inhibition at first dilution (Table 3).
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Fig. 2. In vitro inhibition assays of Saprolegnia parasitica with bacteria on solid media and in 24-well tissue culture plates with

colonized hemp seed and liquid media. (a) Control plate (solid medium) with S. parasitica after 4 d at 20°C. (b) High inhibition

of S. parasitica (solid medium) caused by a Xanthomonas retroflexus isolate after 4 d at 20°C, with bacteria previously grown

for 7 d. (c) Control well (liquid medium) with S. parasitica after 3 d at 20°C. (d) High inhibition of S. parasitica (liquid medium)
caused by an Aeromonas sobria isolate after 3 d at 20°C

Table 2. Degree of inhibition of Saprolegnia parasitica achieved by 72 bacterial isolates in assays on BHI agar (plate assays),
in liquid media with hemp seed colonized by S. parasitica (hemp seed test) and in liquid media with cysts of S. parasitica

(cyst test)
Test Degree of Indicator of degree of inhibition Bacterial isolates with inhibitory activity
inhibition No. Total
(% of total tested)
Plate assay Diameter of S. parasitica colony after 4 d at 20°C* 72 (100 %)
Low 1.5-2.5cm 13
Medium 0.7-1.5 cm 12
High <0.7 cm 47
Hemp seed test Total inhibition of macroscopic mycelium growth 41 (56.9 %)
after 3 d at 20°C
Low with 2 x 10° bacteria 10
Medium with 2 x 10* bacteria 5
High with €2 x 10° bacteria 26
Cyst test Total inhibition of macroscopic mycelium growth 52 (72.2%)
after 3 d at 20°C
Low with 2 x 10° bacteria 16
Medium with 2 x 10* to 2 x 10° bacteria 9
High with €2x10% bacteria 27
4S. parasitica added after incubation of bacteria for 7 d at 20°C
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Table 3. Results of all in vitro tests performed with 24 bacterial isolates with high inhibitory activity against Saprolegnia
parasitica. HBT: healthy brown trout; BTSH: brown trout with saprolegniosis, healthy skin; BTSL: brown trout with sapro-
legniosis, lesions; HRT: healthy rainbow trout; bracketed nos.: minimum number of bacteria causing total inhibition of macro-
scopic mycelium growth. Supernatants inhibition: High (total absence of macroscopic mycelium growth achieved with first
dilution after 3 d of incubation at 20°C); Low (partial inhibition of macroscopic mycelium growth achieved with first dilution

Species Bacterial Origin  Plate Broth assays Fungicidal Inhibitory activity
isolate assays Hemp seed test Cyst test effect of supernatants
Hemp seed Cyst
test test

Aeromonas piscicola® LE 21 BTSL High High (200) High (20) Yes High High
A. popoffii LE 65 BTSL High High (20) High (20) No High High
A. popoffii LE 69 BTSL High High (200) High (200) Yes High High
A. salmonicida LE9 BTSL High High (20) High (20) No High High
A. salmonicida LE 99 BTSL High High (20) High (20) No High High
A. sobria LE 17 BTSL High High (20) High (20) No High Low
A. sobria LE 51 HBT High High (2000) High (20) Yes High High
A. sobria LE 68 BTSL High High (20) High (20) No High High
A. sobria® LE 74 BTSL High High (200) High (20) Yes Low High
A. sobria LE 76 BTSL High High (20) High (20) No High High
A. sobria LE 100 BTSL High High (20) High (20) No Low High
A. sobria LE 104 BTSH High High (20) High (20) Yes High High
Pantoea agglomerans LE 35 HBT High High (2000)  High (200) Yes No No
P. agglomerans LE 36 HBT High High (2000)  High (200) Yes No No
P. agglomerans® LE 37 HBT High High (200) High (20) Yes Low Low
Pseudomonas fluorescens LE 89 HBT High High (2000) High (20) Yes Low High
P. fluorescens® LE 98 BTSL High High (200) High (20) Yes Low Low
P. fluorescens® LE 122  BTSL High High (200) High (20) Yes Low High
P. fluorescens LE 141 HRT High High (200) High (20) No Low Low
P. fluorescens® LE 143 HRT High High (200) High (20) Yes Low Low
Serratia fonticola LE 52 HBT High High (2000)  High (200) Yes No No
Xanthomonas retroflexus  LE 38 HBT High High (2000)  High (200) No Low High
Yersinia kristensenii LE 54 HBT High High (2000)  High (200) Yes No No
Y. kristensenii LE 58 HBT High High (2000) High (200) Yes No Low
“These isolates considered the best, taking into account minimum number of bacteria necessary for inhibition of S. parasit-
ica in broth assays, and fungicidal effect

DISCUSSION

In the present study, it was observed that the bac-
terial skin flora of brown trout is dependent on fac-
tors such as season and habitat. Furthermore, the
predominant bacterial genera and species of this
flora were identified and some of them shown to have
in vitro inhibitory capability against Saprolegnia
parasitica. Thus, these are candidates for further
study in the biocontrol of saprolegniosis.

Making comparisons among studies involving
bacterial counts is complex, as several factors are
involved. Among these are the method of taking
the sample from the fish and the culture media
used (Spanggaard et al. 2000, Nedoluha et al. 2001,
Huber et al. 2004, Romero & Navarrete 2006).
Austin (2006) reported that, generally, bacterial
populations on the skin of fish range from 102 to
10* bacteria cm™2. In the present study, the aerobic-
bacteria counts on the healthy skin of brown trout

and rainbow trout were markedly below those
found by Gonzalez et al. (1999) in the same species
of fish from the province of Leén using the skin
scraping method. This disagreement of findings
may be caused by differences in sampling method,
given that these investigators transported the fish
dead in plastic boxes to the laboratory within 6 h of
collection, and in the culture media used. In the
current study, high variability was found in bacter-
ial counts, as well as significant differences among
bacterial mean counts on the skin of healthy brown
trout during different seasons. Al-Harbi & Uddin
(2004) found seasonal differences in the intestinal
flora of tilapia and related them to oscillations in
the water temperature, higher bacterial concentra-
tions being more likely at increased water tempera-
ture. However, the flora of fish can also be influ-
enced by other environmental factors, which may
explain why, in the present study, bacterial counts
were highest in spring and lowest in autumn, when
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the first trout with saprolegniosis usually appear in
the province of Leoén. This fact, in addition to the
fact that the very highest counts were found in
specimens from the river Omana, which has no
record of outbreaks of the disease, might indicate
that microflora on the skin are related to the pres-
ence of saprolegniosis.

In fish farms, disinfectants are often added to the
water to control a range of organisms. This may have
an adverse effect on bacterial flora of the skin, and
may well explain the fact that the lowest bacterial
counts were observed in hatchery brown trout.
Moreover, the highest counts in rainbow trout were
obtained from the Orbigo fish farm, where chemical
treatments were not used.

With regard to the bacterial species found on the
skin of our trout specimens, a greater diversity of
species was observed on healthy skin than in lesions.
Iodobacter was the genus most frequently isolated
from the skin of healthy brown trout, and Aeromonas
from saprolegniosis lesions. In contrast to the report
of Gonzalez et al. (1999), we found Aeromonas sp. to
be sparse on healthy trout, probably because of the
differences in sampling methods used.

Among the 4 inhibition assays performed in the
present study, the assays on solid media seemed to
be less useful than the others in judging the extent of
the inhibitory activity of the bacterial isolates, be-
cause on BHI agar all of them inhibited growth
of Saprolegnia parasitica to different degrees, with
about two-thirds of the isolates inhibiting growth
completely. Moreover, bacteria that were inhibitory
in broth assays also showed considerable inhibition
on solid media, but the opposite was not true. Hus-
sein & Hatai (2001) observed inhibition with only 5
out of 47 strains using HI agar, but afterwards they
demonstrated that the inhibition was increased by
using BHI. However, Zhang et al. (2008) observed a
low inhibitory activity of bacteria against pathogenic
members of Saprolegnia on BHI. These authors
demonstrated that the composition of the culture
media could affect the inhibitory activity of Serratia
marcescens against Saprolegnia spp. and that the
highest inhibition was obtained on potato dextrose
agar followed by BHI.

In liquid media, it was observed that none of the
isolates tested inhibited the germination of cysts,
but they did reduce the growth of the resulting
mycelium. The inhibition of cyst germination has
already been studied by other investigators with con-
tradictory results (Bly et al. 1997, Lategan & Gibson
2003, Zhang et al. 2008). In the present study Sapro-
legnia parasitica mycelium growth from cysts was

inhibited at lower concentrations of the bacteria than
were hyphae from colonized hemp seed. This may be
due to the longer time necessary for hyphae to grow
from the cysts than for the hemp seed, where the
mycelium was already present.

The bacterial isolates with the strongest inhibitory
activity against Saprolegnia parasitica in the assays
with bacterial cells belonged to the genera Aero-
monas, Pantoea and Pseudomonas, many of them
being isolated from lesions of saprolegniosis. Hatai &
Willoughby (1988) and Hussein & Hatai (2001) like-
wise isolated Aeromonas and Pseudomonas with
inhibitory properties from saprolegniosis lesions.
The latter investigators stated that the presence of
inhibitory bacteria in saprolegniosis lesions may be
relevant, given the fact that microbial interactions in
the lesions are a possible reason for the spontaneous
recovery of some trout with saprolegniosis. In con-
trast, Petersen et al. (1994) found unidentified bac-
teria antagonistic to S. parasitica in the skin mucus
of healthy rainbow trout, but not in those with
saprolegniosis.

The in vitro inhibitory activity of Pseudomonas flu-
orescens and Serratia spp. against Saprolegnia spp.
has been described by several authors (Hatai &
Willoughby 1988, Bly et al. 1997, Zhang et al. 2008).
In the present study, most of the isolates identified as
P. fluorescens and one belonging to the genus Serra-
tia showed a fairly strong antagonistic activity.

It was also observed that, in agreement with Late-
gan et al. (2006), some bacteria were able to kill Sa-
prolegnia parasitica. This is an interesting finding.
Not only did these bacteria not cause infection, but
they could also cure incipient lesions.

The mechanism involved in anti-Saprolegnia bac-
terial activity is unknown, but the fact that both the
vegetative and cyst stages were harmed could have
significant implications for in vivo control of Sapro-
legnia spp. infections in fish farms and hatcheries
(Lategan & Gibson 2003). In the present study most of
the bacterial supernatants inhibited the in vitro
growth of Saprolegnia parasitica, which suggests
that a substance secreted into the medium causes or
participates in the inhibitory effect of the bacteria.
Furthermore, higher sensitivity to the bacterial
supernatants of mycelia grown from cysts than of
those grown from hemp seed was demonstrated, as
was also observed by Zhang et al. (2008). The
strongest inhibitory activity was shown by the super-
natants of bacteria belonging to the genus Aero-
monas, whereas those produced by Enterobacteri-
aceae did not show this inhibitory effect— although,
because these bacteria are fungicidal, other mecha-
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ABSTRACT: Biological control of saprolegniosis with bacteria might be an alternative to the use
of chemical compounds. Among criteria for the selection of such bacteria are their absence of
pathogenicity to fish and their ability to prevent adhesion of the pathogen to the skin mucus. The
pathogenicity to rainbow trout of 21 bacterial isolates with in vitro inhibitory activity against
Saprolegnia parasitica was studied. Fifteen of the isolates, identified as Aeromonas sobria, Pan-
toea agglomerans, Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola, Xanthomonas retroflexus and
Yersinia kristensenii, were non-pathogenic when injected into rainbow trout. Their capacity to
adhere to the skin mucus of male and female brown trout and to reduce the adhesion of S. para-
sitica cysts under exclusion, competition and displacement conditions was tested. The 15 bacterial
isolates showed a low adhesion rate, ranging between 1.7 % (for an A. sobria isolate) and 15.3 %
(a P. fluorescens isolate). This adhesion was greater in the case of mucus from male brown trout
than 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 does not depend on the sub-
strate. A high percentage (88.9%) of the S. parasitica cysts adhered to the skin mucus of male
brown trout. Almost all of the bacteria reduced this adhesion ratio significantly under exclusion
and competition conditions. However, only half of the isolates displaced cysts from skin mucus,
and more bacterial cells were necessary for this effect. A novel method to study the adhesion of S.
parasitica cysts to skin mucus of trout and their interactions with inhibitory bacteria is described.

KEY WORDS: Saprolegniosis - Epidermal biota - Mucin - Binding ability - Salmo trutta
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INTRODUCTION

Saprolegniosis is a tegumentary disease of fresh-
water fish which can be observed by the presence of
cotton-like tufts and ulcers on the skin. It is caused by
members of the genus Saprolegnia, which nowadays is
clasified into the kingdom Chromista. To prevent and
control salmonid saprolegniosis in fish farms, different
chemical compounds are used. Independently of their
efficacy, the inappropriate use of these products has a
potential risk for public health and for the environment.

*Corresponding author. Email: jmallg@unileon.es

One of the alternatives that is gaining increasing at-
tention, apart from the use of natural substances such
as essential oils (Muzzarelli et al. 2001, Khosravi et al.
2012), is the biological control of saprolegniosis. The in
vitro inhibitory effects of some bacteria against Sapro-
legnia spp. have been described in several studies
(Hatai & Willoughby 1988, Bly et al. 1997, Hussein &
Hatai 2001, Lategan & Gibson 2003, Zhang et al. 2008,
Nurhajati et al. 2012, Ran et al. 2012).
Carbajal-Gonzdlez et al. (2011) found that certain
bacteria from the skin of brown trout Salmo trutta
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and rainbow trout Oncorhynchus mykiss can inhibit
or render difficult the in vitro growth of Saprolegnia
parasitica. Hence some of these bacteria might be
useful in the biological control of saprolegniosis.
Saprolegnia spp. infections are produced mainly via
the skin; therefore, the skin mucus is the first barrier
that S. parasitica must overcome if the skin is not cut
or abraded. The ability of some potential probiotic
bacteria to adhere to the skin and intestinal mucus of
various fish species and to reduce the binding of
some pathogens has previously been investigated
(Nikoskelainen et al. 2001, Vine et al. 2004, Chabril-
16n et al. 2005, 2006, Balcazar et al. 2007, 2008, Sica
et al. 2012).

In the present study, we tested the absence of
pathogenicity of a selection of inhibitory bacteria of
Saprolegnia parasitica against rainbow trout. This
was followed up by testing the effectiveness of the
benign strains to adhere to the skin mucus of trout,
and to reduce the adhesiveness of S. parasitica cysts
when pre-inoculated (exclusion), added with the
cysts (competition) or added after them (displace-
ment). These studies will enable suitable bacterial
isolates that may be of use in the biological control of
saprolegniosis to be identified for further study.

MATERIALS AND METHODS
Pathogenicity for rainbow trout
Fish and bacterial isolates

Rainbow trout Oncorhynchus mykiss were ob-
tained from a commercial fish farm in the Province of
Leon in Spain. The weight of the fish was 53 + 16.2 g
(mean + SD) in the first challenge and 28.7 £ 9.2 g in
the second. They were maintained for at least 10 d in
aerated, free-flowing well water at 15°C so as to
ensure their acclimatization.

We used 21 bacterial isolates which had been
obtained from healthy skin and from saprolegniosis
lesions of brown trout and healthy rainbow trout col-
lected from rivers and fish farms in the Province of
Leén. These isolates, which had shown a high
inhibitory activity against Saprolegnia parasitica
mycelium in previous in vitro assays, belonged to the
species Aeromonas popoffii (2 isolates), A. sobria (7),
Pantoea agglomerans (3), Pseudomonas fluorescens
(5), Serratia fonticola (1), Xanthomonas retroflexus
(1) and Yersinia kristensenii (2) (Carbajal-Gonzdles
et al. 2011, their Table 3; A. salmonicida and A. pisci-
cola were rejected).

Challenge to fish

To test the absence of pathogenicity of the bacteria
to rainbow trout, 2 serial challenges were carried out:
the first to eliminate any pathogenic bacteria and the
second to confirm, with a larger number of fish, that
these bacteria were actually non-pathogenic.

The bacterial isolates were grown in tryptone soy
broth (Cultimed) at 20°C overnight. The cells were
harvested by centrifugation at 1000 x g (10 min at
4°C), re-suspended in saline solution (0.9% NaCl
w/v), counted in a haemocytometer chamber (Im-
proved Neubauer Type, Albert Sass) at a magnifica-
tion of 400x and adjusted to 107 cells ml~!. A volume
of 0.1 ml was injected intraperitoneally (i.p.) and
intramuscularly (i.m.) into separate groups of 5 trout
for the first challenge and 20 trout for the second.
Control groups of 5 trout for the first challenge and
20 for the second were injected at the same points
with 0.1 ml of saline solution. All fish were main-
tained under the same conditions in 40 I tanks at a
flow rate of approximately 1 1 min~!. The dead and
moribund fish and the survivors after 10 d (first chal-
lenge) or after 14 d (second challenge) were exam-
ined for evidence of disease. Loopfuls of material
from the kidney, liver and spleen were spread over
plates of tryptone soy agar (Cultimed) with incuba-
tion at 20°C for 7 d to determine the presence or
absence of the inoculated bacterial isolates in the
fish. The bacterial isolates recovered were examined
by means of Gram-stained smears and biochemical
tests (API 20 E and API20 NE, Biomerieux®).

Assays of adhesion to skin mucus
Bacteria and Saprolegnia isolates and skin mucus

We selected the 15 bacterial isolates that showed
no pathogenicity, as determined in the previous
assays. They belonged to the genera Aeromonas (3
isolates), Pantoea (3), Pseudomonas (5), Serratia (1),
Xanthomonas (1) and Yersinia (2). The isolate of
Saprolegnia parasitica Tru8, which was obtained
from a wild brown trout with saprolegniosis (Fre-
geneda-Grandes et al. 2000), was used for these
assays. Zoospores and cysts were obtained as
described by Fregeneda-Grandes et al. (2000), that
is, by incubating hemp seed halves previously colo-
nized by S. parasitica in sterile and filtered river
water for 36 h at 20°C and harvesting them.

Healthy male and female brown trout (4 specimens
of each sex) were obtained from a hatchery belong-
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ing to the Regional Government of Castile and Léon
(Junta de Castilla y Leoén), to prepare separate pools
of skin mucus for the assays. Fish with body weights
of 138.6 + 76.5 g were carried alive to the laboratory
and sacrificed by a blow to the head. The skin mucus
was immediately collected into a Petri dish from the
whole body by scraping the surfaces with a plastic
spatula. Then it was removed from the plate into a
centrifuge tube with the aid of a small amount of
phosphate-buffered saline (PBS), and was centri-
fuged twice at 12000 x g (5 min at 4°C) to remove
particulate and cellular debris. The protein concen-
tration was determined using Bradford reagent
(Sigma) and bovine serum albumin (BSA; Sigma) as
a standard. Preparations were then adjusted to a
protein concentration of 0.5 mg ml~! in PBS. This
mucus suspension was finally sterilized by UV light
exposure for 30 min and stored in aliquots at —20°C
until use.

Labelling of bacteria and cysts and adhesion assays

Bacteria and cysts of Saprolegnia parasitica were
stained with the green fluorescent nucleic acid stain
Syto 9 (Invitrogen) at a concentration of 1 pl per 10°
bacteria in 1 ml and 1 pl per 10° cysts in 1 ml. After
the stain had been added to the bacterial or cyst
suspensions in sterile saline solution, the bacteria
and cysts were pelleted by centrifugation at 10500 x
g (10 min) to remove the supernatant and re-
suspended in 1 ml of fresh saline solution. They
were spectrophotometrically analysed in a Genios
(Tecon) microplate reader (485 nm excitation, 535 nm
emission).

Trout skin mucus preparations (25 pul) were diluted
1/10 (so that the final protein concentration was
0.05 mg ml™!) and added in triplicate to a 96-well
black polystyrene plate (Costar). Both male and
female brown trout skin mucus was tested. As indica-
tors of unspecific adhesion, BSA (0.05 mg ml™') and
mucin from porcine stomach Type II (MPS; 0.05 mg
ml~!, Sigma) were used. Then, 75 pl of coating buffer
(16.8 g sodium hydrogen carbonate, 21.2 g sodium
carbonate per litre, pH 9.6) was added to each well
and left overnight at 4°C. After washing with PBS-
Tween 20 (0.1 %), 25 1l of fluorescently labelled bac-
terial solution (10° bacterial cells ml~!) was added to
the coated wells and also to wells without coating, to
test adhesion to polystyrene. Bacteria were forced to
the bottom of the plate by centrifugation (163 x g,
12 s) and incubated for 30 min in the dark at room
temperature, and then the fluorescence generated by

labelled bacteria was recorded with a Genios (Tecon)
microplate reader as described above. This was con-
sidered the measurement at time 0 (T0). After this,
plates were washed with saline solution to remove
non-attached bacteria, and the remaining liquid was
removed by centrifugation of the plates upside down
on an absorbent paper. A second spectrophotometri-
cal measurement was done after adding 50 pl of
saline solution to the wells. Adhesion was expressed
as the percentage of fluorescence recovered in the
second measurement relative to the fluorescence at
TO. Binding of the mucus to the plate was confirmed
by a lectin-binding assay as described by Neuhaus
et al. (2007), using Dolichos biflorus lectin (DBA,
Sigma).

For the adhesion assays with the cysts of Saproleg-
nia parasitica, the same 96-well black polystyrene
plates coated with the skin mucus of male and female
brown trout were used in triplicate. The steps fol-
lowed in the assays were the same as those described
above but using fluorescently stained cyst suspen-
sion instead of bacteria. Adhesion was expressed as
the percentage of fluorescence of the bound cysts in
the second measurement relative to the fluorescence
of the cysts at TO.

Exclusion, competition and displacement tests

For these tests, non-stained bacteria were pre-
pared at an initial concentration of 10° bacterial cells
ml™! in saline solution, and a further 7 serial 10-fold
dilutions were done. The cysts were stained as
described above, and the concentration used for the
assays was 10° cysts ml~'. The same 96-well plates
were coated only with male trout mucus for these
assays, as the incidence of saprolegniosis is higher in
males (Aller-Gancedo & Fernandez-Diez 1987). For
the exclusion test, 25 pl of each dilution of the bacte-
rial isolates was added to the wells and incubated for
30 min at room temperature. After a wash with saline
solution to remove non-adhered cells, a 25 pl quan-
tity of labelled cysts was added, and the plates were
incubated for another 30 min at room temperature.
For the competition test, 25 pl of each bacterial dilu-
tion and 25 pl of stained cysts were added simultane-
ously to the wells and incubated for 60 min at room
temperature. For the displacement test, the labelled
cyst suspension was first added to the wells and incu-
bated for 30 min at room temperature. After a wash
with saline solution to remove non-attached cysts,
each dilution of the bacterial suspension was added
and the plates were incubated for another 30 min at
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room temperature. After 60 min of incubation for
each condition, plates were washed with saline solu-
tion and the adhesion ratio (%) was calculated as
described above. As a control for each condition,
wells with saline solution instead of bacterial cells
were prepared. The percentage of cysts bound to
these control wells was considered as the reference
value (100 %).

Statistical analysis

All results are shown as the average of at least 3
independent experiments; variation is expressed as
standard deviation. A paired Student's t-test and a
Student'’s t-test were used to determine whether the
adhesion of bacteria to the various substrates tested
differed significantly (p < 0.05). The Pearson correla-
tion coefficient was calculated to determine any pos-
sible relationship between adhesion to polystyrene
and to male skin mucus.

For the exclusion, competition and displacement
tests, the differences in adhesion of the cysts to the
skin mucus, with or without bacteria, were consid-
ered significant when p < 0.05 with the Student's t-
test. All the statistics were calculated using SPSS for
Windows version 16.0 and Microsoft Excel 2003.

RESULTS
Pathogenicity for rainbow trout

Results of both challenges performed are sum-
marised in Table 1. In the first challenge with the 21
bacterial isolates, 15 were considered non-patho-
genic for rainbow trout, as there was no mortality or
signs of disease following the im or ip inoculation.
These isolates belonged to the species Aeromonas
sobria (3 isolates), Pantoea agglomerans (3), Pseu-
domonas fluorescens (5), Serratia fonticola (1), Xan-
thomonas retroflexus (1) and Yersinia kristensenii
(2). The remaining bacterial isolates, Aeromonas
popoffii (2) and Aeromonas sobria (4), caused 20 to
40 % mortality and/or macroscopic lesions in internal
organs, especially in the liver and spleen. All bacteria
were recovered from the internal organs.

The 15 non-pathogenic isolates from the first chal-
lenge proved non-pathogenic again when chal-
lenged against rainbow trout for a second time.
When the fish were sacrificed after 14 d, 7 out of the
these 15 bacterial isolates were recovered once again
in a small number of fish from the point of i.m. inocu-
lation; with the exception of a single fish, no bacteria
were re-isolated from internal organs (Table 1). None
of these trout in which the inoculated bacteria were

Table 1. Oncorhynchus mykiss. Pathogenicity to rainbow trout of 21 bacterial isolates after intramuscular (i.m.) or intra-
peritoneal (i.p.) injection with 10° cells. Mortality and re-isolation of bacteria from trout show the results of the challenge in 10
(5 + 5) fish with the first 6 isolates and in 10 plus a further 40 (20 + 20) fish with the remaining 15 isolates

Species Isolate Mortality (%) Gross lesions Re-isolation of bacteria
im. i.p. (% and tissue)
Aeromonas popoffii LE 65 10 20 Yes 100 (liver, kidney, spleen)
Aeromonas popoffii LE 69 0 20 No 20 (liver, kidney, spleen)
Aeromonas sobria LE 17 20 20 Yes 50 (liver, kidney, spleen)
Aeromonas sobria LE 68 0 30 No 30 (liver, kidney, spleen)
Aeromonas sobria LE 100 0 30 No 30 (liver, kidney, spleen)
Aeromonas sobria LE 104 0 30 Yes 10 (liver, kidney, spleen)
Aeromonas sobria LE 51 0 0 No 0
Aeromonas sobria LE 74 0 0 No 0
Aeromonas sobria LE 76 0 0 No 0
Pantoea agglomerans LE 35 0 0 No 0
Pantoea agglomerans LE 36 0 0 No 0
Pantoea agglomerans LE 37 0 0 No 45 (muscle)
Pseudomonas fluorescens LE 89 0 0 No 0
Pseudomonas fluorescens LE 98 0 0 No 10 (muscle)
Pseudomonas fluorescens LE 122 0 0 No 0
Pseudomonas fluorescens LE 141 0 0 No 15 (muscle)
Pseudomonas fluorescens LE 143 0 0 No 40 (muscle)
Serratia fonticola LE 52 0 0 No 10 (muscle)
Xanthomonas retroflexus LE 38 0 0 No 30 (muscle), 5 (kidney)
Yersinia kristensenii LE 54 0 0 No 0
Yersinia kristensenii LE 58 0 0 No 10 (muscle)
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once again isolated showed signs of disease or
macroscopically visible changes.

Adhesion assays

Adhesion of bacteria and Saprolegnia parasitica
cysts to skin mucus

The results for the adhesion of bacteria to brown
trout skin mucus are shown in Table 2. Adhesion
to male brown trout skin mucus was low for the
15 bacterial isolates tested, ranging from 1.7 % of
the bacterial cells (Aeromonas sobria LE 76) to
15.3% (Pseudomonas fluorescens LE 141). The ad-
hesion of bacteria to skin mucus of male brown
trout was higher than the adhesion to female skin
mucus (paired t-test, p < 0.003). However, adhesion
to BSA and to MPS was similar to that observed on
the skin mucus of male brown trout (paired t-test
p > 0.05), and was statistically different in only 5
bacterial isolates between BSA and male skin
mucus and in another 5 between MPS and male
skin mucus (Student's t-test, p < 0.05). The adhesion
to polystyrene was also similar to that measured on
the skin mucus of male brown trout (paired t-test,
p > 0.05), except A. sobria LE 51, which had a
lower adhesion to polystyrene than male trout
mucus, and P. fluorescens LE 141, which had a
lower adhesion to polystyrene than both male and
female trout mucus (Student's t-test, p < 0.05). A
positive correlation between adhesion to male

brown trout mucus preparations and polystyrene
was detected (Pearson correlation coefficient, r =
0.7408; p = 0.0014, 1-tailed).

The adhesion of Saprolegnia parasitica cysts to
the skin mucus of male brown trout was high (88.9
+ 6.8 %) and greater than adhesion to female skin
mucus (75.5 = 7.5%). No significant differences
were observed between adhesion of cysts to the
skin mucus of male brown trout and the other sub-
strates (Student's t-test, p > 0.05; Fig. 1).
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Fig. 1. Saprolegnia parasitica. Percentage of cysts (mean +

SD of 3 experiments) adhering to the skin mucus of male

(SMM) and female brown trout (SMF), to bovine serum

albumin (BSA), mucin from porcine stomach (MPS) and
polystyrene

% cyst adhesion (mean + SD)

Table 2. Percentage adhesion (mean + SD of 3 experiments) by 15 bacterial isolates to the skin mucus of male (SMM) and
female brown trout (SMF), and to bovine serum albumin (BSA), mucin from porcine stomach (MPS) and polystyrene. Values
in bold indicate significant differences (p < 0.05) with greater adhesion of bacteria to SMM than to BSA, MPS, or polystyrene

Species Isolate % bacterial adhesion

SMM SMF BSA MPS Polystyrene
Aeromonas sobria LE 51 2.02+1.22 1.63+0.20 1.19x+1.55 6.82+0.98 1.74%+0.02
Aeromonas sobria LE 74 3.48+0.36 2.82+0.61 2.48+0.13 2.99+0.10 2.65+0.32
Aeromonas sobria LE 76 1.66+£0.55 1.36+2.04 1.61+0.27 8.55+0.11 1.45+0.12
Pantoea agglomerans LE 35 9.99+0.92 7.55+2.32 9.86+0.09 7.98+0.12 11.35+0.06
Pantoea agglomerans LE 36 4.59+0.17 3.65+0.52 3.59+0.16 3.32+0.04 3.92+0.22
Pantoea agglomerans LE 37 2.28+0.19 2.07+£0.25 1.58+0.15 1.51+0.47 2.51+0.13
Pseudomonas fluorescens LE 89 2.89+0.19 3.01+£0.71 2.80+1.37 2.56+1.05 3.62+0.11
Pseudomonas fluorescens LE 98 2.95+1.06 2.56+0.39 3.66+0.36 2.75+0.18 3.14+£0.02
Pseudomonas fluorescens LE 122 3.99+0.54 2.59+0.37 2.82+0.33 2.79+0.25 3.83+0.08
Pseudomonas fluorescens LE 141 15.27+£1.06 13.26+0.23 6.87+0.44 9.21+0.42 6.77+0.29
Pseudomonas fluorescens LE 143 3.01+£0.67 1.99+0.43 2.13+0.19 1.9+0.17 1.59+0.01
Serratia fonticola LE 52 4,15+0.96 3.43+£0.25 4.86+0.24 3.99+0.37 4.51+0.22
Xanthomonas retroflexus LE 38 3.01+0.55 2.27+0.40 1.83+0.13 2.19+0.59 2.68+0.02
Yersinia kristensenii LE 54 4.71+0.53 3.43+1.12 3.6+0.09 2.79+0.50 4.89+0.09
Yersinia kristensenii LE 58 3.47+1.04 2.84+1.04 2.72+0.73 2.15+0.00 4.17+0.52
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Exclusion, competition and displacement tests

The results of these tests are shown in Table 3.
Under exclusion conditions (adding bacteria to
skin mucus before cysts), the adhesion of Sapro-
legnia parasitica cysts was significantly reduced by
13 of the 15 bacterial isolates (Student's t-test, p <
0.05), but with different numbers of bacterial cells.

Four of the bacterial isolates achieved this signifi-
cant reduction of cyst adhesion up to the third
dilution (2.5 x 107 bacteria), 4 up to the fourth
(2.6 x 10° bacteria), 3 up to the fifth (2.5 x 10° bac-
teria) and 2 up to the sixth (2.5 x 10* bacteria).
This last group of isolates belonged to the isolates
Aeromonas sobria LE 76 and Pseudomonas fluo-
rescens LE 141. Significant percent reductions in

Table 3. Saprolegnia parasitica. Percentage reduction of cyst adhesion to the skin mucus of male brown trout in the presence
of different numbers of cells of 15 bacterial isolates under exclusion, competition and displacement conditions. Values in bold
indicate the significant % reduction in the adhesion of S. parasitica cysts compared to controls (without bacteria) achieved by
the minimum effective numbers of bacteria

Species Isolate No. of cells % reduction of cyst adhesion
Exclusion Competition Displacement
Aeromonas sobria LE 51 2.5 x 107 65.66 84.07 9.63
2.5 x 10° 31.81 79.35 8.07
2.5 % 10° 14.12 61.13 0.86
Aeromonas sobria LE 74 2.5 x 107 64.15 83.61 20.45
2.5 x 10° 35.06 77.34 16.05
2.5 % 10° 16.44 73.61 8.62
2.5 x 10* 4.25 36.13 0
Aeromonas sobria LE 76 2.5 x 107 78.25 88.03 28.16
2.5 x 10° 61.46 81.07 21.17
2.5 % 10° 34.84 81.88 15.79
2.5 x 10* 13.74 72.83 9.36
Pantoea agglomerans LE 35 2.5 x 107 5.98 69.86 13.94
2.5 x 10° 3.67 32.94 8.78
2.5 % 10° 2 7.42 8.40
Pantoea agglomerans LE 36 2.5 x 107 13.91 60.97 8.47
2.5 x 10° 0 55.67 0
Pantoea agglomerans LE 37 2.5 x 107 8.80 63.55 6.17
2.5 x 10° 3.75 57.30 3.53
Pseudomonas fluorescens LE 89 2.5 x 107 35.53 77.87 20.24
2.5 x 10° 15.76 56.15 9.98
2.5 % 10° 10.21 13.85 10.30
Pseudomonas fluorescens LE 98 2.5 x 107 10.64 73.66 5.00
2.5 x 10° 10.63 48.96 0.34
Pseudomonas fluorescens LE 122 2.5 x 107 51.90 42.94 5.24
2.5 x 10° 31.79 37.56 0
Pseudomonas fluorescens LE 141 2.5 x 107 42.08 83.80 13.83
2.5 x 10° 37.93 72.37 8.68
2.5 % 10° 36.17 32.23 0
2.5 x 10* 10.27 7.78 6.09
Pseudomonas fluorescens LE 143 2.5 x 107 32.67 75.67 0.87
2.5 x 108 14.05 63.55 0
2.5 % 10° 6.41 36.14 0
Serratia fonticola LE 52 2.5 x 107 8.50 56.71 7.46
2.5 x 10° 461 39.64 0
Xanthomonas retroflexus LE 38 2.5 x 107 19.72 83.35 10.97
2.5 x 10° 7.71 74.51 10.27
2.5 % 10° 12.48 44.18 7.76
Yersinia kristensenii LE 54 2.5 x 107 20.13 52.59 9.37
2.5 x 10° 13.56 49.78 5.92
Yersinia kristensenii LE 58 2.5 x 107 15.00 50.68 4.89
2.5 x 10° 5.60 36.06 0
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the adhesion of S. parasitica cysts ranged between
78.25 and 8.5 %.

In the competition tests (adding bacteria and cysts
simultaneously to the mucus), the adhesion of the
cysts was significantly reduced by all bacterial iso-
lates tested (Student's t-test, p < 0.05), differing again
in the number of cells to achieve this. One of the bac-
terial isolates reduced this adhesion up to the third
dilution (2.5 x 107 bacteria), 7 did so up to the fourth
(2.5 x 10 bacteria), 5 up to the fifth (2.5 x 10° bacte-
ria) and 2 up to the sixth (2.5 x 10* bacteria). These
last 2 isolates were Aeromonas sobria LE 74 and LE
76. Significant percent reductions in the adhesion of
Saprolegnia parasitica cysts ranged between 88.03
and 7.42%.

In the displacement tests (adding cysts to the
mucus and then bacteria), only 8 of the 15 isolates
tested were able to significantly reduce the adhesion
of cysts to skin mucus (Student's t-test, p < 0.05). Six
of them achieved it up to the third dilution (2.5 x 107
bacteria) and 2 up to the fourth (2.5 x 10° bacteria).
These latter isolates were again Aeromonas sobria
LE 74 and LE 76. Significant percent reductions in
the adhesion of Saprolegnia parasitica cysts ranged
between 28.16 and 5.24 %. Fig. 2 shows the percent-
age reduction of S. parasitica cyst adhesion achieved
by the best 4 of the 15 bacterial isolates in all the
conditions tested.

Exclusion Competition

Displacement

DISCUSSION

A high proportion of the bacteria tested (15 out of
21) did not adversely affect rainbow trout. The iso-
lates with pathogenic effects belonged to Aeromonas
sobria and A. popoffii and caused lesions in internal
organs and/or mortality. A. popoffii does not appear
to have been described as pathogenic for fish,
although some virulence factors have been reported
(Soler et al. 2002). In contrast, certain isolates of A.
sobria have been described as causing disease in fish
such as gizzard shad Dorosoma cepedianum and
perch Perca fluviatilis (Austin & Austin 2007).

In contrast to the pathogenic Aeromonas sobria iso-
lates tested in this study, other isolates of this species
were not pathogenic for rainbow trout, nor were
those belonging to the species Pantoea agglomerans,
Pseudomonas fluorescens, Serratia fonticola, Xan-
thomonas retroflexus and Yersinia kristensenii. How-
ever other authors have found pathogenic strains of
P. agglomerans and P. fluorescens (Bly et al. 1997,
Austin & Austin 2007).

The absence of pathogenicity of certain bacterial
isolates belonging to species that cause diseases in
fish, as well as their usefulness as probiotics against
several pathogens, has been previously demon-
strated in rainbow trout. For example, Irianto &
Austin (2002) did so with an Aeromonas hydrophila
isolate against furunculosis, and
Brunt & Austin (2005) and Brunt et al.
| (2007) assessed the effectiveness of

1007 | I

(mean + SD)
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| an A. sobria isolate to control sev-
eral diseases, including lactococco-
sis, streptococcosis and furunculosis.
However, it may become necessary
to assess whether the 15 bacteria that
were not pathogenic for rainbow
trout would be equally benign
against other fish species, particu-
larly other salmonids, if they were
intended to be used for biological
control.

The adhesion of bacteria to the skin

A I AN A 20 B L B LN A AR L RN mucus of fish is a desirable character-
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?,’\\‘) ?”\\‘) A 16n et al. 2005). In the present study,

Fig. 2. Saprolegnia parasitica. Percentage reduction of cyst adhesion (mean +
SD of 3 experiments) to the skin mucus of male brown trout, in the presence of
the best 4 of 15 bacterial isolates, in at least 2 of the 3 conditions tested (exclu-
sion, competition and displacement); results are relative to the adhesion of
cysts in the controls (with no bacteria). *Indicate the minimum numbers of
bacteria which significantly reduced the adhesion of S. parasitica cysts

the adhesion to the skin mucus of
brown trout of the bacteria tested was
low, with percentages of adhesion
not higher than 15.3 %. The most ad-
hesive isolate was Pseudomonas fluo-
rescens LE 141, followed by Pantoea
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agglomerans LE 35. The limited adhesion of bacteria
to fish mucus is in agreement with the results of pre-
vious studies (Chabrillon et al. 2005, 2006, Balcazar et
al. 2007), with adhesion being lower on skin mucus
than on gut mucus of rainbow trout and other fish
species on some occasions (Chabrillén et al. 2006,
Balcazar et al. 2007, 2008). We observed that there
was greater adhesion of bacteria to the skin mucus of
male than of female brown trout, and this may have
implications for the future treatment of fish with in-
hibitory bacteria against Saprolegnia parasitica.
Thus, female trout would need to be treated with
higher concentrations of bacteria.

The non-specific binding of bacteria can be meas-
ured by testing their adhesion to BSA because, as
Ouwehand et al. (2003) stated, it is unlikely that bac-
teria develop a specific affinity for this protein. In our
study, the adhesion of bacteria to the skin mucus of
male trout was in general not higher than to BSA.
This is in agreement with Balcazar et al. (2007, 2008),
who found differences only between adhesion to
intestinal mucus of rainbow trout and to BSA, but not
using skin mucus; in contrast, Nikoskelainen et al.
(2001) found differences in the adhesion between
rainbow trout mucus of both origins and BSA.

We found that the adhesion of bacteria to MPS was
generally lower than the adhesion to male brown
trout skin mucus. This suggests that the adhesion of
bacteria to mucus has no host specificity and
depends more on the bacterial isolate than on the
kind of mucus tested. The lack of host specificity was
also observed by other authors (Nikoskelainen et al.
2001, Rinkinen et al. 2003, Chabrillén et al. 2005,
2006), although it would be a desirable characteristic
in any bacteria to be used in biological control (Rink-
inen et al. 2003, Chabrillén et al. 2005).

Adhesion to polystyrene was found to be generally
similar to that observed to skin mucus of male trout in
this study, as also shown elsewhere (Nikoskelainen et
al. 2001, Balcézar et al. 2007). The strong adhesion of
bacteria to polystyrene has been related to hydropho-
bic interactions (Balcazar et al. 2007, 2008), and some
authors have reported that strong hydrophobicity is
an indicator of good binding ability (Wadstroum et al.
1987, Balcézar et al. 2007, Pérez-Sanchez et al. 2011).
In our study, a correlation between adhesion to poly-
styrene and to the skin mucus of trout was found,
opposite to the results of Balcazar et al. (2007). How-
ever, Ouwehand et al. (1999) stated that there was no
relationship between a strong capacity for adhesion
and hydrophobic interactions. Another indicator of
good binding ability of bacteria could be auto-aggre-
gation (Collado et al. 2008).

In the present study, a new technique to study
the adhesion of cysts of Saprolegnia parasitica to
skin mucus of trout and also the ability of bacteria
to reduce this adhesion under different conditions
has been described. The strong binding of S. para-
sitica cysts to the skin mucus of brown trout might
be due to the presence of hooked hairs in bundles,
which has been considered as an adaptation of the
most pathogenic strains in order to achieve attach-
ment to the host (Pickering & Willoughby 1982,
Beakes 1983), although we have not found differ-
ences between the adhesion of S. parasitica and S.
diclina isolates to skin mucus (data not shown), so
other factors such as the glycoproteins surrounding
the spines may also be involved in the attachment
(Burr & Beakes 1994). The adhesion of cysts was
higher to the skin mucus of male brown trout than
to the skin mucus of females. This may be related
to the higher incidence of saprolegniosis in male
trout found by other authors (Aller-Gancedo & Fer-
nandez-Diez 1987). Another hypothesis to explain
the greater predisposition of male brown trout to
become infected is the smaller amount of mucus on
the skin of males, which Pickering (1977) associated
with their higher plasmatic levels of androgens
and which might reduce the level of protection
from the skin.

The ability of bacteria to reduce the adhesion of
cysts to the skin mucus of trout varied in accordance
with the conditions of the experiment. In competition
and exclusion tests, all, or nearly all, of the isolates
succeeded in impeding to some extent the binding of
Saprolegnia parasitica. However, only half of the
bacterial isolates managed to displace the cysts from
skin mucus, and, even among these, higher bacterial
concentrations were needed for this effect. This may
be because of the strong ability of the S. parasitica
cysts to adhere, which makes it difficult to displace
them once they are attached. Other authors have per-
formed similar assays on skin and gut mucus of dif-
ferent fish species, but with bacterial pathogens, and
obtained different results (Vine et al. 2004, Chabril-
16n et al. 2005, 2006, Balcazar et al. 2007, 2008, Sica
et al. 2012).

The bacterial isolates which most effectively re-
duced the adhesion of Saprolegnia parasitica cysts to
the skin mucus of male brown trout were those
belonging to the species Aeromonas sobria, followed
by some Pseudomonas fluorescens isolates. The P.
fluorescens LE 141 isolate, which was the most adhe-
sive to the skin mucus of trout, achieved considerable
exclusion and competition of binding by cysts, but it
did not displace them from the mucus.
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The bacterial isolates used in this study that were
not pathogenic for trout and had a strong ability to
reduce the adhesion of Saprolegnia parasitica cysts
to skin mucus might be good candidates for use in
the biological control of saprolegniosis. Further stud-
ies are needed to determine the in vivo inhibitory
effect of these bacteria against saprolegniosis that
has been predicted by previous studies.
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