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Resumen

Representacién de un pez oxirrinco (Mormyrus sp.) simbolizando a la diosa egipcia Tueris en la pared de
una tumba del siglo VI a.C. encontrada en el Yacimiento Arqueoldgico de Oxirrinco (EI-Bahnasa) Egipto.
(http://www.ub.edu/museuvirtual)






La saprolegniosis es una enfermedad que afecta a peces de agua dulce, ocasionando
importantes pérdidas econdmicas en el cultivo de la trucha arcoiris y otros salmonidos.
Los tratamientos preventivos y curativos empleados actualmente no cubren todas las
necesidades durante el cultivo y presentan una serie de inconvenientes en lo relativo a
su efectividad y la seguridad en su empleo.

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion se obtuvieron varias bacterias con
capacidad inhibitoria in vitro frente a Saprolegnia parasitica, el principal agente
etioldgico de la saprolegniosis, por lo que se planted la realizacion de este trabajo de
tesis doctoral con la finalidad de aplicar estas bacterias en el biocontrol de la
saprolegniosis en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), asi como investigar el modo
de accion de aquellas bacterias que resultasen eficaces en el control de la enfermedad.
Posteriormente también se utilizaron tres bacterias, cedidas por otros autores, que
habian demostrado su capacidad probiética frente a otras enfermedades de peces.

En la primera parte del trabajo se utilizaron 15 bacterias aisladas de piel de trucha que
en estudios previos de nuestro grupo inhibieron a S. parasitica in vitro. Se comprobo la
accion preventiva de cada una de las bacterias frente a la infeccién experimental con
S. parasitica en trucha arcoiris afiadiendo la bacteria en el agua del tanque. Con las
bacterias que controlaron la saprolegniosis a través del agua también se probé su accion
preventiva por via oral afiadiéndolas al pienso de los peces.

Dos de los 15 aislados bacterianos, Pseudomonas fluorescens LE89 y LE141,
protegieron a la trucha arcoiris frente a la saprolegniosis cuando se afiadieron al agua
del tanque, proporcionando un porcentaje de peces no infectados del 75,51 % y 57,18 %
respectivamente. Por el contrario estas bacterias no protegieron cuando se administraron
con el pienso.

Con LE89 y LE141 se investigd su mecanismo de accion, efectuando ensayos de
produccion de siderdforos, estimulacion de la respuesta inmunitaria en trucha arcoiris y
la produccion de sustancias con capacidad inhibitoria. Ambas bacterias produjeron
sideroforos. Respecto a la respuesta inmunitaria los peces tratados con LE141 tuvieron
un incremento significativo de la actividad fagocitaria de los macréfagos del pronefros,
un ascenso en el nimero de los monocitos y un aumento de la concentracion de las
proteinas del suero. En cuanto a las sustancias responsables de la inhibicion de
S. parasitica, en los sobrenadantes de LE89 y LE141 se encontraron sustancias de
naturaleza proteica. En el caso de LE89 estas se correspondieron con sideroforos y en
LE141 se comprobo la presencia de un péptido de unos 66 kDa, que debera estudiarse
con mas profundidad.

En la segunda parte de este trabajo se estudid la inhibicion in vitro de S. parasitica por
las bacterias probioticas Vagococcus fluvialis L21 y Enterococcus gallinarum L1
eficaces frente a la vibriosis en lubina y Lactobacillus plantarum subsp. plantarum
CLFP3 eficaz frente a la lactococosis en trucha arcoiris.



Las tres bacterias inhibieron in vitro el crecimiento de S. parasitica en medio de cultivo
solido. E. gallinarum y V. fluvialis presentaron una inhibicion alta del crecimiento del
micelio en medio liquido, mientras que en este caso la inhibicién de L. plantarum fue
nula. Las tres inhibieron la germinacion de los quistes en medio liquido, pero
L. plantarum precisé de concentraciones bacterianas mas elevadas que las otras dos
cepas. Todas mostraron accion fungicida, pero L. plantarum precis6 de una incubacién
de 48 horas mientras que en el caso de V. fluvialis y E. gallinarum necesitaron solo 24
horas de incubacion.

En los ensayos in vitro de competicion, exclusion y desplazamiento con quistes de
S. parasitica usando como sustrato moco cutaneo de trucha comdn (Salmo trutta), las
tres bacterias redujeron la adhesién de los quistes al moco en condiciones de
competicion y exclusién, pero los porcentajes en condiciones de desplazamiento fueron
menores incluso con las concentraciones bacterianas mas elevadas.

En las pruebas in vivo con trucha arcoiris infectada experimentalmente con
S. parasitica, ninguna de las tres bacterias protegio frente a la infeccion cuando se
afiadié al agua del tanque o al pienso, a pesar de los aceptables resultados in vitro.
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Saprolegniosis is a disease that affects freshwater fish, causing significant economic
losses in farmed rainbow trout and other salmonids. The preventive and curative
treatments currently used in aquaculture do not cover all the needs and present a series
of disadvantages as regards its effectiveness and the safety in its use.

In previous work of our research group, several bacteria with in vitro inhibitory capacity
against Saprolegnia parasitica were obtained, which it is the main aetiological agent of
saprolegniosis. Therefore, it was proposed to carry out this thesis in order to apply these
bacteria in the biocontrol of saprolegniosis in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), as
well as investigate the mode of action of those bacteria that are effective in the control
of the disease. Subsequently, three bacteria provided by other authors were also used,
who had demonstrated their probiotic capacity against other fish diseases.

In the first part of the work, 15 bacteria isolated of trout skin were used, which in
previous studies of our group inhibited S. parasitica in vitro. The preventive action of
each one of the bacteria was verified against the experimental infection with S.
parasitica in rainbow trout adding the bacteria in the water of the tank. With the
bacteria that controlled the saprolegniosis through the water its preventive action by oral
route was also proved, adding them to the feed of the fish.

Two of the 15 bacterial isolates, Pseudomonas fluorescens LE89 and LE141, protected
rainbow trout from saprolegniosis when added to tank water, providing a no infected
fish percentage of 75.51% and 57.18%, respectively. On the contrary these bacteria did
not protect when they were administered with the feed.

With LE89 and LE141 their mechanism of action was investigated, carrying out
siderophore production tests, stimulation of the immune response in rainbow trout and
production of substances with inhibitory activity. Both bacteria produced siderophores.
Regarding the immune response, the fish treated with LE141 had a significant increase
in the phagocytic activity of the head-kidney macrophages, a rise of the monocyte
number, and an increase of the concentration of serum proteins. As for the substances
responsible for the inhibition of S. parasitica, substances of a protein nature were found
in the supernatants of LE89 and LE141. In the case of LE89 these corresponded to
siderophores and in LE141 the presence of a peptide of about 66 kDa was found, which
should be studied in more details.

In the second part of this work, the in vitro inhibition of S. parasitica by the probiotic
bacteria Vagococcus fluvialis L21 and Enterococcus gallinarum L1 effective against
vibriosis in sea bass and Lactobacillus plantarum subsp. plantarum CLFP3 effective
against lactococcosis in rainbow trout.

All three bacteria inhibited in vitro the growth of S. parasitica in solid culture medium.
E. gallinarum and V. fluvialis showed a high inhibition of mycelial growth in liquid
medium, whereas in this case the inhibition of L. plantarum was null. All three inhibited



the germination of the cysts in liquid medium, but L. plantarum required higher
bacterial concentrations than the other two strains. All showed fungicidal action, but L.
plantarum required 48 hour incubation whereas in the case of V. fluvialis and
E. gallinarum they required only 24 hours of incubation.

In the in vitro competition, exclusion and displacement tests with S. parasitica cysts
using brown trout (Salmo trutta) cutaneous mucus as substrate, all three bacteria
reduced the adhesion of cysts to mucus under competition and exclusion conditions, but
the percentages under displacement conditions were lower even with the highest
bacterial concentrations.

In the in vivo tests with rainbow trout experimentally infected with S. parasitica, none
of the three bacteria protected against infection when added to tank water or feed,
despite the acceptable in vitro results.
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Revision bibliografica

Representacion del hordscopo Piscis en el friso de la puerta del cordero de la basilica de San Isidoro de
Leon siglos X1y XlI






1.1. SAPROLEGNIOSIS

La saprolegniosis es una enfermedad propia de peces de agua dulce que puede aparecer
en cualquiera de las fases de su ciclo bioldgico. Esta enfermedad se caracteriza por la
aparicion de lesiones cutaneas de color blanquecino y aspecto algodonoso debido al
crecimiento del micelio del agente patégeno sobre la piel. Las lesiones afectan al
tegumento del pez y las branquias evolucionando tanto en extension por la superficie
del pez, como en profundidad afectando al tejido muscular subyacente.

El agente etiologico de la enfermedad pertenece al género Saprolegnia que
taxondmicamente se encuadra dentro del reino Chromista, filo Oomycota, clase
Oomycetes, orden Saprolegniales y familia Saprolegniaceae (Kirk y col., 2008). Dentro
de las diversas especies del género Saprolegnia solo unas pocas han sido descritas como
patodgenas, destacando entre todas ellas Saprolegnia parasitica.

Saprolegnia parasitica ha recibido diversas denominaciones y muchos de los aislados
obtenidos de peces enfermos, sobre todo en los salménidos, frecuentemente no
producen estructuras sexuales cuando son cultivados en el laboratorio dificultando su
identificacion mediante los métodos clasicos. Sin embargo, las técnicas moleculares
basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa han ayudado a clarificar la taxonomia
del género (Molina y col., 1995; Hulvey y col., 2007; Sandoval-Sierra y col., 2014).
Existen estudios que sugieren que los aislados patdégenos de Saprolegnia constituyen un
taxén separado del resto de especies consideradas saprofitas y recomiendan que se
utilize el nombre de Saprolegnia parasitica sustituyendo a denominaciones anteriores
como Saprolegnia sp., Saprolegnia diclina tipo 1 y otras (Diéguez-Uribeondo y col.,
2007).

Saprolegnia spp. presenta un ciclo bioldgico complejo con dos formas de reproduccion,
una sexual y otra asexual (Figura 1). En la reproduccion sexual se producen
gametangios masculinos conocidos como anteridios y gametangios femeninos
denominados oogonios. La penetracién del contenido de la célula anteridial en el
oogonio da lugar a las oosporas que germinaran formando un nuevo micelio. De forma
clasica la morfologia de estas estructuras sexuales ha sido empleada para identificar las
diferentes especies del género Saprolegnia.

Dentro de la reproduccion asexual en el extremo de las hifas cenociticas se genera un
tabique basal que separa una estructura apical denominada zoosporangio, en cuyo
interior se forman las zoosporas primarias que son liberadas y nadan durante un breve
espacio de tiempo antes de enquistarse y generar los quistes primarios que pueden
germinar directamente dando lugar a un nuevo micelio, pero que generalmente originan
zoosporas secundarias. Estas zoosporas secundarias nadan mas tiempo que las primarias
antes de dar origen a los quistes secundarios, que pueden germinar formando nuevas
hifas o pueden generar nuevas zoosporas en un fendmeno conocido como
poliplanetismo que favorece la dispersién. La zoospora secundaria o el quiste
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secundario se considera la forma infectante de las cepas patdgenas de S. parasitica
(Figura 1).

@ Z00sporangios
Zoospora

primaria

¥

Quiste
primario

QOogonios y
anteridios

R. sexual

Zoospora
secundaria

Quiste
secundario

Clamidosporas

Figura 1. Ciclo bioldgico de Saprolegnia spp. (Adaptado de Hughes, 1980).

La infeccidn por S. parasitica en los peces tiene lugar por via cutanea, aunque también
se ha descrito el contagio por via digestiva en salmonidos juveniles (Neish y Huhges,
1980).

En los huevos las zoosporas secundarias de Saprolegnia spp. colonizan inicialmente los
huevos muertos y desde estos la infeccidn se difunde radialmente hacia los huevos vivos
(Smith y col., 1985).

La saprolegniosis se encuentra distribuida por todo el mundo y afecta a numerosas
especies de peces de agua dulce en cualquier fase de su ciclo bioldgico, desde los
huevos hasta los reproductores (Bruno y col., 2011), en nuestro entorno afecta
fundamentalmente a la trucha comin de rio (Salmo trutta) y la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) en piscifactorias, aunque también se ha descrito en otras
especies como en Pseudochondrostoma duriense (Aller-Gancedo y col., 2016). En
ecosistemas marinos no aparece debido a que la salinidad afecta a la supervivencia de
Saprolegnia spp. aunque se describen casos de enfermedad en estuarios (Noga y
Dykstra, 1986).

En Espafa la aparicion de brotes agudos de saprolegniosis en la década de los ochenta
del s. XX en los rios de la provincia de Ledn (Aller Gancedo y Fernandez Diez, 1987)
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provocO un descenso en las poblaciones naturales de Salmo trutta causando un gran
impacto ecoldgico.

En las piscifactorias, la saprolegniosis puede presentarse de forma endémica con bajas
continuas de peces y supone un grave problema en los huevos en incubacion, ademas la
enfermedad ha resurgido desde la prohibicién del uso del verde malaquita por lo que se
considera que tiene un elevado impacto econdémico en la acuicultura continental (Bruno
y col., 2011; Van Den Berg y col., 2013).

Las especies de la familia Saprolegniaceae se consideran ubicuas en los ecosistemas de
agua dulce (Neish y Hughes, 1980) lo que implicaria que los peces se encuentran en
contacto continuo con zoosporas de Saprolegnia spp. potencialmente patégenas sin que
en la mayoria de los casos lleguen a enfermar, por lo que se considera que existen una
serie de factores predisponentes muy importantes asociados a un aumento de la
receptividad a la saprolegniosis (Pickering, 1994).

Dentro de los factores predisponentes uno de los principales es la ausencia de integridad
en el tegumento y un descenso en la produccién del moco cutaneo, que actian como
mecanismo inmunitario inespecifico evitando la entrada de infecciones por Saprolegnia
spp. En este sentido los traumatismos en la epidermis del pez suelen ser necesarios para
reproducir la infeccion por S. parasitica en condiciones experimentales (Neish y
Hughes, 1980; Hatai y Hoshiai, 1994; Fregeneda-Grandes y col., 2001).

En las poblaciones naturales de Salmo trutta, es frecuente observar en los peces
reproductores lesiones caracteristicas de saprolegniosis en la zona de la aleta caudal y
anal en el caso de las hembras, y en la aleta dorsal en los machos. Estas localizaciones
de las lesiones estan relacionadas con pequefios traumatismos producidos durante el
desove (Richards y Pickering, 1978).

Diversos autores han relacionado la maduracion sexual de los peces con una mayor
predisposicion a la infeccion por Saprolegnia spp. debido a los cambios que se
producen en la estructura de la epidermis y el descenso de las células productoras de
moco cutaneo (Pickering y Richards, 1980). Dentro de la maduracion sexual también se
consideraria el aumento de los andrdogenos como factor predisponente (Cross y
Willoughby, 1989).

Entre las causas que favorecen la infeccion por Saprolegnia spp. en los peces esta la
presencia de infecciones bacterianas (Hoshina y Ookuba, 1956) o parasitosis (Johnsen,
1978) previas que producen dafios en el tegumento del hospedador.

Otro factor predisponente a tener en cuenta es el estrés ambiental al que se hallan
sometidos los hospedadores. Una pobre calidad de agua asociada a un incremento de la
materia 6rganica favorece la aparicion de la saprolegniosis (Toor y col., 1983). Elevadas
densidades de peces en los estanques y agresion social en los mismos incrementan la
aparicion de lesiones en el tegumento (Cross y Willoughby, 1989; Richards y Pickering,
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1978). El conjunto de los factores estresantes provoca en los peces un aumento de los
niveles circulantes de corticoesteroides que aumenta la receptividad a la infeccion
(Neish y Hughes, 1980).

En las piscifactorias la saprolegniosis puede difundirse de diversas formas, segun
Singhal y col. (1987), la fuente de infeccion puede estar en peces infectados ya sean
silvestres o criados en piscifactorias, huevos infectados, el suministro de agua, vehiculos
de transporte de peces y alimento, personal o el equipamiento de manejo de los peces.
La infeccion suele producirse generalmente por via cutanea.

Durante la infeccion las hifas de S. parasitica penetran en el tejido cutaneo, avanzan en
extension por la superficie del pez y alcanzan el musculo subcutaneo pudiendo acceder
a los vasos sanguineos y formar trombos en los mismos (Bruno y col., 2011).

La penetracion del micelio a través del tejido cutaneo del pez provoca una ruptura en los
tejidos que a medida que avanza la infeccion por la superficie del pez ocasiona
hemodilucién disminuyendo los niveles de proteinas séricas y alteraciones en el balance
osmotico. En los estadios finales el fallo en la osmorregulacion, el fallo respiratorio (si
la infeccion se localiza en las branquias) y en raras ocasiones el fallo multiorganico
ocasiona la muerte del pez (Hatai y Hoshiai, 1994).

Los estudios del genoma de S. parasitica involucran a una serie de genes que codifican
proteinas relacionadas con la patogenia de la infeccidn, estas proteinas se consideran
factores de virulencia que actian como promotores de la infeccién (Jiang y col., 2013).
En la etapa pre-infeccion se secretarian una serie de proteinas que facilitarian la
interaccion con el hospedador, dentro de estas estarian las lectinas que permitirian la
unién de los quistes secundarios a la piel del hospedador. Para el acoplamiento el
patdgeno involucra una gran cantidad de proteasas que atacan los tejidos del
hospedador, siendo S. parasitica uno de los organismos con mayor cantidad de
protesasas codificadas en su genoma comparada con la mayoria de agentes patdgenos
fangicos eucariotas filamentosos. Una de estas proteasas, conocida como SPRG-1457
tiene capacidad para degradar las IgM de Oncorhynchus mykiss, lo que indica que el
patdgeno presenta un rol activo en la supresion de la inmunidad (Jiang y col., 2013) y
qgue ademas seria necesario para el acceso del patdgeno al tegumento ya que se ha
demostrado la presencia de inmunoglobulinas IgM en el moco cutaneo de Salmo salar
en pequefias cantidades (Hatten y col., 2001).

En los estudios sobre la respuesta inmunitaria a la infeccién por S. parasitica destaca la
importancia del sistema inmunitario inespecifico, en el que el tegumento actia a modo
de barrera fisica impidiendo la entrada del agente patdgeno, igualmente el moco cutaneo
también establece una barrera entre los peces y el ambiente, actuando como barrera
fisica, quimica y bioldgica (Pickering y Willoughby, 1982; Cross y Willoughby, 1989).

14



Este moco efectuaria una labor de arrastre que impediria la fijacion de los quistes
secundarios (Willoughby y Pickerig, 1977; Pickering y Willoughby, 1982; Wood y col.,
1988).

El moco cutaneo de los peces presenta una composicion compleja, con numerosos
factores antimicrobianos secretados por las células cutaneas, como aglutininas,
inmunoglobulinas, lectinas, lisinas, lisozima; pero estos no parecen tener un papel
relevante a la hora de evitar la infeccion producida por S. parasitica (Pickering, 1994).

La ausencia de infiltracion leucocitaria en tejidos infectados por S. parasitica se
relaciona con la inactividad del sistema del complemento (Bly y col., 1992). Fregeneda-
Grandes y col. (2009) demostraron una baja prevalencia de anticuerpos en trucha comin
infectada, lo que sugiere que S. parasitica ocasiona una inmunosupresion o la ausencia
de una respuesta inmunitaria especifica frente a la infeccion. Sin embargo hay estudios
que indican que la respuesta inmunitaria mediada mediante células es eficaz frente a la
infeccion, como en el caso del pez gato (Ictalurus punctatus) que a 22 °C cuando se le
inoculan intramuscularmente hifas viables de Saprolegnia sp., estas son destruidas
rapidamente por células multinucleadas gigantes (Bly y col., 1994).

La saprolegniosis se manifiesta como una enfermedad que cursa con lesiones de aspecto
algodonoso en la superficie del pez, que afecta al tegumento o las branquias (Neish y
Huhges, 1980) y que puede extenderse hasta cubrir practicamente la superficie corporal.
La infeccion puede progresar destruyendo la epidermis, ocasionando letargo, pérdida de
equilibrio, agotamiento y ausencia del reflejo de huida. La enfermedad puede progresar
rapidamente provocando la muerte del pez en unas 48 horas (Aller, 1988).

La aparicion de las lesiones en el tegumento no son aleatorias, la localizacion inicial se
suele corresponder con areas cutaneas con lesiones previas. Generalmente las lesiones
en la trucha pueden aparecer en cualquier zona de la superficie del pez, generalmente el
tegumento, pero las aletas, los ojos y las fosas olfatorias también pueden infectarse
(Neish y Hughes, 1980). También se ha descrito la presencia de lesiones en el epitelio
intestinal de alevines de trucha arcoiris (Davis y Lazar, 1941). Algunas cepas patdgenas
de Saprolegnia también pueden penetrar en Organos internos en peces de pequefio
tamario (Hatai y Egusa, 1977; Bootsma, 1973).

La infeccion por Saprolegnia spp. causa cambios degenerativos en la epidermis y
dermis, con necrosis celular y edema. Se observa la penetracion de la hifas que causan
la destruccion de la epidermis y la membrana basal, que en los casos mas graves
progresan hasta la hipodermis y la musculatura (Neish, 1976). En fibras musculares
esqueléticas proximas a la dermis aparece vacuolizacién citoplasmatica, degeneracion
hialina y necrosis (Aller-Gancedo y col., 2016). En peces pequefios las hifas pueden
penetrar en tejidos mas profundos, afectando al sistema nervioso y vascular, en este
ultimo es frecuente observar la presencia de trombos en los vasos sanguineos (Bootsma,
1973).
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En trucha comun se observan cambios en los Organos hematopoyéticos, como
linfopenia, degeneracion de células linfoides, deplecion celular, alteraciones en los
vasos sanguineos del d6rgano, edema, pinocitosis de timocitos, aunque las hifas no
invadan directamente los Grganos hematopoyéticos. Las alteraciones de estos 6rganos se
asocian a la ausencia de respuesta inflamatoria en las zonas donde penetran las hifas de
Saprolegnia sp. (Alvarez y col., 1988). Se piensa que la alteracion de los 6rganos
linfoides de los peces enfermos se deben a que Saprolegnia sp. segregaria una serie de
sustancias que actuarian de forma directa sobre los 6rganos o a un aumento de la
produccion de corticoesteroides provocada por la produccién de proteinas de “choque
térmico” (Bly y col., 1992; Alvarez y col., 1995).

Para establecer el diagndstico de saprolegniosis por S. parasitica se debe confirmar que
se trata de esta especie y no de otro oomiceto, por ello Aller (1988) indica que el
diagnostico debe ser laboratorial comprobando que el agente aislado no sea un saproéfito
que haya colonizado el cuerpo del pez post mortem.

El diagnostico laboratorial inicial puede efectuarse mediante una observacion
microscopica directa de un fragmento del micelio en fresco con agua destilada o tefiido
con lactofenol azul de algoddn, para observar la morfologia de las hifas y los
zoosporangios. Para poder identificar el agente patdgeno una muestra del micelio
recogida de la lesion debe lavarse varias veces con agua destilada estéril para eliminar
los contaminantes, depositando dicha muestra en una placa de Petri con agua de rio
estéril y cultivando durante 48 horas a 10 °C para observar los zoosporangios y la forma
de liberacion de las zoosporas (Tiffney, 1939b; Willoughby, 1985). En el fondo de la
placa de Petri podra observarse mediante microscopia con contraste de fases la
germinacion indirecta y los filamentos de los quistes secundarios caracteristicos de las
cepas de S. parasitica.

También puede cultivarse y aislarse Saprolegnia spp. a partir de porciones de micelio
lavadas con agua destilada estéril sembrandolas en medios solidos como agar harina de
maiz o agar glucosa-peptona, y en agua de rio filtrada esteril con cafiamones (Cannabis
sativa), en este Ultimo caso para estudiar las estructuras reproductoras sexuales
(Willoughby, 1978).

De todos los antifungicos empleados frente a la saprolegniosis, el verde malaquita fue el
mas exitoso y efectivo destruyendo zoosporas e inhibiendo el crecimiento de las hifas,
pero varios estudios demostraron su toxicidad, mutagenicidad, carcinogenicidad y la
presencia de residuos peligrosos en tejidos (Bills y col., 1977; Clemmesen y col., 1984;
Meyer y Jorgenson, 1983; Fernandes y col., 1991).

El uso de verde malaquita fue prohibido en numerosos paises, incluidos los
pertenecientes a la Unién Europea a partir del afio 2000. Desde su prohibicidn se han
empleado productos quimicos como la formalina, el peréxido de oxigeno, sulfato de
cobre, ioddforos, bronopol, chitosan y otros.
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Muchos productos empleados frente a la saprolegniosis presentan una serie de
inconvenientes medioambientales al emplearse grandes cantidades de estas sustancias
para la prevencién y el tratamiento que precisa la industria acuicola, por lo que su
empleo tiene un gran impacto en los ecosistemas acuaticos (Willoughby y Roberts,
1992; Schereier y col., 1996), al que se le unen en algunos casos los riesgos en la salud
del consumidor si persisten residuos en los tejidos del pez (Kitancharoen y col., 1997).
Ademas ninguno de estos compuestos quimicos resulta plenamente satisfactorio, ya que
no proporcionan suficiente proteccion tras el periodo de cria (Forneris y col., 2003).

La formalina es perjudicial por su permanencia en el medio ambiente, su posible efecto
carcinogénico en mamiferos y la irritacion en vias respiratorias ocasionada por sus
vapores (Khomvilai y col., 2005; Van West, 2006); el cloruro sédico a pesar de ser
seguro ocasiona estrés osmotico en los peces afectando a aquellos con lesiones en el
tegumento, ademas su uso en ambientes de agua dulce es poco practico (Andrew y col.,
2014); el perdxido de hidrégeno es corrosivo e inflamable sin diluir (Khomvilai y col.,
2005); y el bronopol a pesar de ser eficaz es poco economico. Dentro de las alternativas
para la prevencion y tratamiento de la saprolegniosis se encuentra el asociar unas
buenas practicas de manejo (control de las densidades en los tanques, retirada de
animales y huevos infectados, evitar traumatismos de los animales en el manejo, empleo
de radiacion ultravioleta en el agua de entrada a la piscifactoria, desinfeccidn periddica
de las instalaciones...), con el posible uso de extractos de plantas (Chukanhom y col.,
2005; Udomkusonsri y col., 2007; Hashemi y col., 2012; Khosravi y col., 2012; Madrid
y col., 2015), probidticos (Lategan y col., 2004a, 2004b) o el desarrollo de vacunas.

1.2. PROBIOTICOS EN ACUICULTURA

El concepto de probidtico en acuicultura difiere de la interpretacion de probidtico en
animales terrestres debido a la particularidad del ambiente acuéatico en el que el pez
desarrolla su ciclo vital. En acuicultura un probiotico es cualquier microorganismo vivo
que tiene un efecto beneficioso en el hospedador, al modificar la microbiota del pez
(epitelio cutaneo, branquias o tracto gastrointestinal) o la comunidad microbiana del
medio en el que se encuentra (Verschuere y col., 2000; Gatesoupe, 1999).

En 2002b, Irianto y Austin propusieron que no sélo se incluyeran como probioticos los
microorganismos vivos, si no todos los componentes del microorganismo que
beneficien la salud del hospedador al mejorar, por ejemplo, la respuesta inmunitaria
frente a la enfermedad, lo que posteriormente corroboraron otros autores (Arijo y col.,
2008; Sharifuzzaman y col., 2011; Abbass y col., 2010).

Los efectos positivos de los probidticos en el pez se basan en un mejor aprovechamiento
de la dieta, una mejora de la respuesta frente a enfermedades o una mejora de la calidad
del agua que rodea al animal (Verschuere y col., 2000).
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Los probidticos empleados en acuicultura pueden administrarse de diversas formas: a
través de la dieta, ya sea mediante la adicion de organismos vivos (Gatesoupe, 1991) o
inactivados (Salinas y col., 2006, Diaz-Rosales y col., 2006); mediante el bafio en una
suspension bacteriana (Smith y Davey., 1993; Gram y col., 1999); la adicion de los
microorganismos al agua del tanque (Lategan y col., 2004a, 2004b); o a través de la
inoculacion de compuestos microbianos subcelulares en los peces (Sharifuzzaman y
col., 2010).

Se han descrito diversos modos de accion de los probidticos:

a)  Competicion por los sitios de union en la mucosa intestinal y superficie cutanea
que impiden la fijacion de los microorganismos patdégenos (Merrifield y col., 2010;
Chabrillon y col., 2005; Sorroza y col., 2012).

b)  Competencia por los nutrientes y fuentes de energia, entre los que destaca la
produccidn de sideréforos de algunas bacterias probioticas para la captacion de hierro
(Smith y Davey, 1993; Gram y col., 1999).

c)  Produccion de sustancias extracelulares con capacidad de inhibicidn frente a
microorganismos patdgenos: sustancias antimicrobianas, bacteriocinas, acidos
organicos (Lategan y col., 2006).

d)  Contribucion a la digestion del alimento mediante la produccion de enzimas,
vitaminas y acidos grasos (Ringg y col., 1995).

e)  Estimulacion de la respuesta inmunitaria inespecifica: aumento en el recuento de
leucocitos (Brunt y Austin, 2005) y eritrocitos (Irianto y col., 2003); incremento de la
actividad fagocitaria de los macrofagos del pronefros; estimulacion de la explosion
respiratoria de los macrdfagos (Pierters y col., 2008); favoreciendo la via alternativa
del complemento (Panigrahi y col., 2005); aumentando la actividad de la lisozima
presente en el suero y el moco cutaneo (Kim y Austin, 2006); e incrementando la
presencia de IgM en el suero (Song y col., 2006).

Dentro de las caracteristicas deseables en un probiotico, en general es preferible que
aquellos que se emplean en acuicultura sean aislados de la especie o el medio acuatico
en el cual se van a aplicar tal como se explica seguidamente.

La microbiota presente en los animales acuaticos esti constituida por la microbiota
indigena y elevados niveles de microorganismos aldctonos presentes en el agua
circundante (Hansen y Olafsen, 1989).

El éxito del empleo de cepas probidticas se vera favorecido si estas actian como buenas
competidoras frente a los microorganismos de la microbiota residente del pez, lo que
permitiria que su poblacion persista una vez cese la administracion del probidtico
(Nayak, 2010). Ademas se cree que si se emplean cepas aisladas del pez hospedador, las
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células inmunitarias no reaccionarian frente a una bacteria autoctona presente de forma
natural en el pez (Diaz-Rosales y col., 2006).

En general se asume que el empleo de una especie bacteriana que no forma parte de la
flora indigena del pez precisa del uso de elevadas dosis para dar lugar a una dominancia
de esta especie de forma temporal y, ademas, transcurrido un tiempo tras el cese de la
administracion del probidtico el numero de bacterias disminuye o desaparece (Fuller,
1992).

La estabilidad del probiotico dependera en gran medida de su resistencia al pH gastrico,
sales biliares y proteasas si es administrado por via oral (Vine y col., 2004b).

También es importante emplear como criterio de seleccion que las cepas sean viables en
condiciones normales de almacenamiento y que permitan su procesamiento industrial
con técnicas como el liofilizado (Bélcazar y col., 2006).

Una caracteristica imprescindible de la bacteria probiédtica es que no cause dafio en la
especie de pez en la que se utilizara, esto es particularmente importante si se emplean
géneros en los que algunas de sus especies 0 cepas son consideradas patdgenas u
oportunistas para los peces, como los géneros Aeromonas y Pseudomonas (Austin y
Austin, 2012; Von Siebenthal y col., 2009).

En el caso de las bacterias Gram-negativas debe tenerse en cuenta la posibilidad de la
adquisicion de genes de virulencia por transferencia horizontal, aunque hasta la fecha no
se ha documentado ningun caso (Kesacordi-Watson y col., 2008). Otro inconveniente a
tener en cuenta es la adquisicion de genes de resistencia frente a antibiéticos, que ya han
sido documentados (Newaj-Fyzul y col., 2014).

Una de las formas méas comunes de seleccionar bacterias como probiéticos es llevar a
cabo estudios de inhibicion in vitro en los que el agente patdgeno es expuesto a las
bacterias candidatas como probidticas o a sus productos extracelulares en medio liquido
0 solido (Pérez-Sanchez y col., 2014).

Existen varios trabajos que tratan sobre el control de S. parasitica mediante el empleo
de microorganismos. Dentro de las bacterias que han demostrado antagonismo in vitro
frente a Saprolegnia spp. se encuentran las siguientes especies: Pseudomonas
fluorescens (Hatai y Willoughby, 1988; Bly y col., 1997; Carbajal-Gonzalez y col.,
2011, 2013; Liu y col, 2015); Alteromonas sp., Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas saccharophila, Aeromonas caviae y Aeromonas ecrenophila (Hussein y
col., 2001); Serratia marcescens (Zhang y col., 2008); Bacillus subtillis (Liu y col.,
2011); Aeromonas media (Lategan y col.,, 2003); Aeromonas sobria, Pantoea
agglomerans, Serratia fonticola, Xhantomonas reflexus y Yersenia kristensenii
(Carbajal-Gonzélez y col., 2011, 2013); Lactobacillus plantarum (Nurhajati y col.,
2012) y Pseudomonas aeruginosa (Moghaddan y col., 2012).
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Algunos trabajos han comprobado la capacidad de ciertas bacterias para impedir la
infeccion por S. parasitica in vivo. Asi, Lategan y col. (2004a, 2004b) emplearon
Aeromonas media A199 para prevenir la saprolegniosis en perca plateada (Bidyanus
bidyanus) y anguilla australiana (Anguilla australis) con éxito. En estudios posteriores
determinaron que la sustancia responsable era el indol producido por la bacteria
(Lategan y col., 2006).

Heikkinen y col. (2013, 2016) demostraron que la presencia de cepas de Pseudomonas
sp. y Janthinobacterium sp. incrementaba la eficacia del tratamiento del agua con
radiacion ultravioleta para la prevencién de la infeccidn por Saprolegnia sp. en huevos
de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) durante su incubacién.
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La saprolegniosis es una enfermedad frecuente en el cultivo de salmonidos y otros peces
continentales.

Para el tratamiento de la enfermedad se utilizan diversos compuestos quimicos que
pueden presentar inconvenientes como la presencia de residuos en los tejidos del pez de
cara a su consumo, peligrosidad para los piscicultores durante su manejo o
repercusiones en el medio ambiente si no se utilizan adecuadamente.

Desde hace unos afios la lucha bioldgica se postula como una posible alternativa al
empleo de sustancias quimicas para el control de la saprolegniosis, pero a pesar de
existir numerosos trabajos sobre bacterias potencialmente probidticas tras los estudios
de inhibicidn in vitro, los estudios in vivo son muy escasos. Por ello el objetivo principal
de esta tesis doctoral es el intento de desarrollar un método de biocontrol de la
saprolegniosis, empleando como modelo la trucha arcoiris, partiendo del uso de una
serie de aislados bacterianos con capacidad inhibitoria comprobada in vitro frente a
Saprolegnia parasitica en trabajos previos realizados por nuestro grupo de
investigacion (Carbajal-Gonzélez y col., 2011, 2013). Para la consecucion de este
objetivo se han seguido los siguientes pasos:

« Empleo de bacterias cutaneas de trucha, con capacidad inhibitoria in vitro frente
a Saprolegnia parasitica, para el biocontrol de la infeccion experimental en trucha
arcoiris a través del agua.

%+ Comprobar si las bacterias que reducen la saprolegniosis a través del agua
pueden resistir las condiciones digestivas de la trucha arcoiris para su administracién
a través del pienso.

% Probar si las bacterias cutaneas de trucha con accion probiotica frente a la
saprolegniosis en el agua son, asimismo, eficaces en el biocontrol de la enfermedad
experimental en trucha arcoiris a través del pienso.

¢+ Estudiar el modo de accion de aquellas bacterias que tengan mayor capacidad
para controlar la saprolegniosis en trucha arcoiris.

Iniciado el desarrollo de esta tesis doctoral se establecié una colaboracion dentro de un
proyecto de investigacion con otros grupos de ictiopatdlogos pertenecientes a la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria y la Universidad de Zaragoza. Estos
investigadores nos cedieron tres cepas probioticas: Vagococcus fluvialis L21 y
Enterococcus gallinarum L1, que han demostrado su capacidad de biocontrol frente a
vibriosis en lubina (Sorroza y col., 2012, 2013) y Lactobacillus plantarum CLFP3,
eficaz en el control de la lactococosis en trucha arcoiris (Pérez-Sanchez, 2011b). Estas
bacterias también se han utilizado en el presente trabajo comprobando su eficacia tanto
in vitro como in vivo en el biocontrol de la infeccién por Saprolegnia parasitica en
trucha arcoiris. Para ello se siguieron los siguientes pasos:
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<+ Comprobar su capacidad para inhibir el crecimiento de S. parasitica in vitro.

%+ Comprobar su capacidad para impedir o disminuir la adhesion de quistes de
S. parasitica al moco cutaneo.

« Probar la ausencia de patogenicidad de las dos cepas procedentes de peces
marinos (Enterococcus gallinarum y Vagococcus fluvialis) en trucha arcoiris.

% Investigar la capacidad de estas cepas probioticas para impedir o disminuir la
infeccion experimental por S. parasitica en trucha arcoiris cuando la bacteria se
afiade al agua o al pienso.
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En este capitulo se describen los materiales y métodos comunes utilizados para el
cultivo de Saprolegnia parasitica y para los cultivos bacterioldgicos.

3.1. Material y métodos generales para Saprolegnia parasitica

Agar glucosa-peptona (agar GP)

Se utilizo para el cultivo de S. parasitica en medio solido y la colonizaciéon de los
caflamones. Su composicion es: agar 20 g L, glucosa 3 g L™, peptona 1 g L, MgSO4
7H,0 0,128 g L, KH2P0O40,0136 g L, Ca8 mg L, Fe 0,5 mg L, Mn0,5mg L™, Cu
0,1mgL? Zn 0,1 mg L'y agua destilada 1 L (Willoughby, 1994).

Cultivo en cafiamon

Se empled para la obtencion de in6culos con micelio de S. parasitica y para la
produccién de zoosporas. Semillas de cafiamo (Cannabis sativa), cortadas por la mitad
0 enteras, se esterilizan a 121 °C durante 20 min eliminandose las que pierden la testa;
posteriormente las semillas se incrustan en agar GP sembrado con S. parasitica para que
el micelio colonice las semillas incubando a 20 °C durante 24 h (Willougby, 1994).

Cepario de Saprolegnia parasitica

Se utilizaron frascos tipo McCartney con un cafiamén en su interior y 20 ml de agua
destilada que se esterilizaron a 121 °C durante 20 min. Posteriormente se siembran con
un indculo de 3-5 mm de lado de agar GP colonizado por S. parasitica incubandose
durante 5 dias a 20 °C para que el micelio invada el endospermo de la semilla.
Finalmente los frascos se conservan en refrigeracion a 4 °C (Aller-Gancedo y col.,
1999).

Obtencion de zoosporas de Saprolegnia parasitica

Cafiamones colonizados por S. parasitica se traspasaron a placas de Petri con 20 ml de
agua de rio filtrada y estéril (3 mitades de cafiamén/placa) incubandose a 20 °C durante
36 horas. Seguidamente se retiraron los cafiamones y el agua de las placas se recogio en
un matraz empleando un embudo de vastago largo para evitar la agitacion de las
zoosporas y su enquistamiento, poniendo en el embudo un filtro de celulosa (Whattman
541) para retener el micelio y las zoosporas germinadas.

Recuento de zoosporas

Una muestra del agua con las zoosporas se introdujo en un frasco de 15 ml agitandola
vigorosamente durante unos segundos para inmovilizar las zoosporas y favorecer el
recuento utilizando una cdmara Hawksley Cristalite B.S. 748 (Hawksley, Londres) de
cristal recubierto de rodio con un reticulo de 10 mm?3 de capacidad. La concentracion de
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zoosporas se calculé mediante la media aritmética de los recuentos de tres muestras
diferentes de la suspension de zoosporas.

3.2 Material y métodos bacteriolégicos generales

Medios de cultivo

Agar triptona soja (TSA, Oxoid®) y caldo triptona soja (TSB, Ox0id®): Se emplearon
para el cultivo de las bacterias procedentes de piel de trucha, a excepcion de
Lactobacillus plantarum CLFP3.

Agar infusion cerebro corazén (agar BHI, Pronadisa®) y caldo infusion cerebro
corazon (caldo BHI, Pronadisa®): Se emplearon para el cultivo de las cepas de origen
marino (Enterococcus gallinarum L1 y Vagococcus fluvialis L21).

Agar Man Rogosa y Sharpe (agar MRS, Pronadisa®) y caldo Man Rogosa y Sharpe
(caldo MRS Pronadisa®): Se emplearon para el cultivo de Lactobacillus plantarum
CLFP3.

Cultivo en caldo triptona peptona neutralizada (caldo TNPB): Se empled para las
pruebas de inhibicion de S. parasitica con sobrenadantes y compuestos proteicos
producidos por las bacterias. Composicion: triptona 7 g L™, soja peptona neutralizada
59 L%, cloruro sddico 5 g L™ y agua destilada 1 L (Lategan y col., 2006).

Recuentos bacterianos

Se realizaron con camara y en placa. Se utilizé una camara de Neubauer (Albert Sass,
Alemania) con un reticulo de 0,00025 mm?® y la concentracion bacteriana se obtuvo con
la media aritmética de los recuentos de tres muestras diferentes de la suspension
bacteriana. Para los recuentos en placa se efectuaron diluciones decimales seriadas de
un cultivo en caldo, sembrando 100 pl de cada dilucién en agar por duplicado,
extendiendo la suspension con un asa de Digralsky y cultivando seguidamente 24-48
horas a 20 °C. Finalmente se realizo el recuento de las unidades formadoras de colonias
(UFC) en cada dilucion.
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4.1. Biocontrol de la saprolegniosis en trucha arcoiris afladiendo
la bacteria potencialmente probiotica al agua

= 4.1.1. Introduccion

En estudios previos de nuestro grupo de investigacion se obtuvieron diferentes aislados
bacterianos con capacidad para inhibir el crecimiento de Saprolegnia parasitica in vitro
(Carbajal-Gonzéalez y col., 2011). Posteriormente se comprob0 su ausencia de
patogeniciad para la trucha arcoiris, su capacidad de adhesion al moco cutaneo y para
reducir la adhesion de las zoosporas y quistes de S. parasitica en condiciones de
exclusion, competicion y desplazamiento (Carbajal-Gonzalez y col., 2013).

Uno de los objetivos del presente trabajo de tesis doctoral es comprobar el potencial de
algunas de estas bacterias para su utilizacion en el biocontrol de la saprolegniosis. En
primer lugar se estudio su capacidad para prevenir o reducir la saprolegniosis en trucha
arcoiris cuando la bacteria se afiade al agua del tanque.

= 4.1.2. Material y métodos

e 4.1.2.1. Bacterias

Se emplearon 15 aislados bacterianos procedentes de la piel de trucha comun (Salmo
trutta) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) sanas o con lesiones de saprolegniosis
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Bacterias probadas para el biocontrol de la saprolegniosis a través del agua en trucha

arcoiris

Bacteria Referencia = Origen

Aeromonas sobria LE51 Trucha comin sana

Aeromonas sobria LE74 Trucha comun con saprolegniosis
Aeromonas sobria LE76 Trucha comun con saprolegniosis
Pantoea agglomerans LE35 Trucha comun sana

Pantoea agglomerans LE36 Trucha comin sana

Pantoea agglomerans LE37 Trucha comun sana
Pseudomonas fluorescens LE89 Trucha comun sana
Pseudomonas fluorescens LE98 Trucha comin con saprolegniosis
Pseudomonas fluorescens LE122 Trucha comun con saprolegniosis
Pseudomonas fluorescens LE141 Trucha arcoiris sana
Pseudomonas fluorescens LE143 Trucha arcoiris sana

Serratia fonticola LE52 Trucha comun sana
Xhantomonas retroflexus LE38 Trucha comun sana

Yersinia kristensenii LE54 Trucha comun sana

Yersinia kristensenii LE5S8 Trucha comun sana

Nota: Para mas detalles ver Carbajal-Gonzalez y col. (2011; 2013)
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Cada bacteria se prepar0 para su administracion de forma individual. Para ello se
sembro en agar TSA cultivando 24 h a 20 °C, se resembr6 en 500 ml de caldo TSB
cultivando 24 h a 20 °C en agitacion constante a 120 rpm en un incubador orbital
Kuhner shaker (Fisher Scientific). El cultivo resultante se centrifugé a 1000 x g durante
10 min empleando tubos de 50 ml (Falcon®). El sobrenadante se elimind y el pellet se
lavo dos veces con tampon fosfato salino (PBS NaCl 8 g L, KCI 0,3 g L%, NazHPO4
12H,0 0,073 g L, KH2 P04 0,02 g L). Seguidamente se realizo el recuento de las
bacterias y se ajustd a una concentracion de 4 x 10° bacterias ml™,

e 4.1.2.2. Preparacion de las zoosporas de Saprolegnia parasitica

Se empleod el aislado TRU 12 de S. parasitica produciendo las zoosporas segun la
metodologia empleada por Fregeneda-Grandes (1998) descrita en material y métodos
generales. La suspension se ajustd para obtener una concentracion final de
3 x 10?zooporas ml™? en los tanques donde se efecttio la infeccion de las truchas
arcoiris.

o 4.1.2.3. Pecesy tanques

Se utilizo trucha arcoiris de 14,81 + 2,50 g procedente de la piscifactoria comercial Los
Leoneses situada en la localidad de Castrillo del Condado (Ledn). Los peces se
transportaron en bidones de plédstico de 40 L con agua de la piscifactoria
suministrandoles oxigeno a través de un difusor ceramico (Rena®) conectado a una
bombona de oxigeno de 5 L y 200 bar de presién (SEO S.A.) dotada de un reductor
caudalimetro (SEO Minibloc 56) para regular y medir el caudal. Ya en las instalaciones
de la Universidad de Leon se colocaron en un tanque de aclimatacion de 120 L con flujo
de agua continuo y una tasa de renovacion total del agua de 1-1,5 a la hora. Se utilizo
agua de un pozo artesiano y filtros de policarbonato de 50, 25 y 5 um de poro para
retener las particulas sélidas en suspensién. Los tanques tenian aireacion permanente
mediante difusores cerdmicos conectados a una bomba de aire electromagnética (EL-
120W, Secoh Shangai Mec®) que permitié que la saturacion de oxigeno del agua fuera
superior al 80 %. La temperatura del agua se mantuvo en torno a los 12 °C mediante un
climatizador de agua TR60 (Teco®) y la climatizacion de la sala. Las truchas se
sometieron a un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad.

Los tres primeros dias de la aclimatacion los peces se mantuvieron en ayuno y
recibieron un tratamiento diario con sal (3 g L de NaCl) mediante bafio estatico
durante 5 minutos, para eliminar posibles hongos o parasitos externos. La aclimatacién
durd un minimo de 10 dias durante los cuales los peces se alimentaron diariamente con
el mismo pienso (Skretting®) utilizado en la piscifactoria de origen, administrandoles el
1 % de su peso vivo. Durante la aclimatacion se mantuvieron en observacion para
comprobar que no manifestaban signos de enfermedad.

En las pruebas experimentales se emplearon tanques de 40 L con flujo de agua continuo
con una tasa de renovacion de 1,5 a la hora y aireacion en las mismas condiciones que
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en el tanque de aclimatacion. El agua efluente de los tanques se desinfecté con ozono
producido por un generador modelo TDZ-O (Todozono, Madrid) antes de proceder a su
eliminacion.

e 4.1.2.4. Infeccion experimental con S. parasitica

Se utilizaron tanques de 40 L con 20 truchas arcoiris en cada tanque. Los peces fueron
sometidos al tratamiento “ami-momi” descrito por Hatai y Hoshiai (1994), que ocasiona
estrés y erosiones cutaneas superficiales, lo que favorece la infeccion por S. parasitica
en condiciones experimentales. En nuestro caso se utilizaron grupos de 10 truchas que
se introdujeron en una malla escurridora empleada en cocina con una rejilla metalica de
7 mm agitandolas durante 2 min antes de devolverlas al tanque (Figura 2).

Figura 2. Recipiente empleado para el tratamiento “ami-momi”’de las truchas

Seguidamente se afiadio al agua la suspension bacteriana obteniéndose una
concentracion final en el tanque de 10° bacterias ml™. De forma simultanea a la
administracion de la bacteria se afiadieron las zoosporas de S. parasitica TRU12 para
alcanzar una concentracion final de 3 x 10? zoosporas ml™t en el agua del tanque
(Figuras 3y 4).

Durante las 48 horas siguientes a la infeccion el flujo de agua se mantuvo cerrado para
permitir la fijacion de las zoosporas a los peces y transcurrido este periodo se reinstaurd
un flujo de agua de 1 L mint. El tratamiento con la bacteria se aplic cada 24 horas
durante 14 dias, manteniéndose el flujo de agua cerrado durante las 6 horas posteriores a
la adicion de la bacteria. Por cada tanque con el tratamiento experimental con la bacteria
se utilizaron otros dos tanques testigo, uno con las zoosporas sustituyendo la bacteria
por el mismo volumen de PBS (testigo de infeccidn) y otro solo con tratamiento “ami-
momi” sin bacterias ni zoosporas (testigo de mortalidad por “ami-momi”).
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Figuras 3 y 4. Administracién simultanea de la bacteria (Fig.2) y de las zoosporas de S. parasitica
(Fig.3) en el agua del tanque

Durante los 14 dias los peces se mantuvieron bajo vigilancia para detectar la aparicion
de signos de infeccién por S. parasitica. Las truchas que presentaron signos evidentes se
sacaron de los tanques sacrificandose por sobredosificacion con anestésico MS222
(100 ppm) contabilizandose como peces con saprolegniosis. Los que murieron en las
primeras 24 h se registraron como bajas debidas al tratamiento ‘“ami-momi”,
comparandose con las producidas en el testigo “ami momi”.

e 4.1.2.5. Andlisis estadistico

Se calcul6 tasa de supervivencia de los peces con cada bacteria. Se utilizo el test de
Fisher de dos vias para comprobar si las diferencias observadas entre los grupos
experimentales y los testigos presentaban diferencias estadisticamente significativas.
Estos calculos fueron realizados con el programa Epi Info 7™ (CDC).

Con las bacterias en las que los resultados indicaron diferencias estadisticamente
significativas se efectuaron tres réplicas para confirmar la capacidad inhibitoria in vivo
de la correspondiente bacteria.

= 4.1.3. Resultados

Dos de los quince aislados bacterianos, Pseudomonas fluorescens LE89 y Pseudomonas
fluorescens LE141, lograron reducir la infeccion por S. parasitica en trucha arcoiris con
valores estadisticamente significativos cuando se afiadieron al agua del tanque. Los
peces tratados con LE89 tuvieron un porcentaje de no infectados del 75,50 + 14,08 %
(p <0,05), y con LE141 del 57,20 £ 7,20 % (p < 0,05) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Porcentaje de peces no infectados frente a la saprolegniosis en trucha arcoiris tratada con
bacterias en el agua, respecto a los testigos. Se representa el valor p del test de Fisher en aquellos que no
resultd estadisticamente significativo

Aislado bacteriano afiadido al % de peces no infectados

agua
Aeromonas sobria (LE51) 0%
Aeromonas sobria (LE74) 0%
Aeromonas sobria (LE76) 0%
Pseudomonas fluorescens (LE89)* 75,50 + 14, 08 % (88,9 %, 85,0 %, 52,6 %)
Pseudomonas fluorescens (LE98) 0%

Pseudomonas fluorescens (LE122) 10,5 % (p > 0,05)
Pseudomonas fluorescens (LE141)* | 57,20 + 7,20 % (69,0 %, 52,6 %, 50,0 %)
Pseudomonas fluorescens (LE143) 0,3 % (p >0,05)

Pantoea agglomerans (LE35) 5,0 % (p > 0,05)
Pantoea agglomerans (LE36) 0%

Pantoea agglomerans (LE37) 15,0 % (p > 0,05)
Serratia fonticola (LE52) 0%

Yersinia kristensenii (LE54) 0%

Yersinia kristensenii (LE58) 0%
Xhantomonas reflexus (LE38) 10,0 % (p = 0,05)

*Se representa la media y desviacion de tres estudios independientes (% de no
infectados obtenido en cada una de las réplicas)

En todas las infecciones experimentales las primeras lesiones macroscopicas por
S. parasitica se observaron a las 24-48 horas postinfeccion, tanto en el tanque con la
bacteria como en el testigo con zoosporas. Las lesiones de saprolegniosis se localizaron
principalmente en la cabeza, aleta dorsal, aleta adiposa, zona periorbital y opérculos
(Figura 5).

Frecuentemente cuando se vio afectado el opérculo la muerte se produjo a las 48-72
horas tras la infeccion. En algunos peces que solamente tenian afectacion uni o bilateral
de los ojos habitualmente solo se circunscribia a esta zona corporal. En el resto de las
truchas se observaba una progresion de las lesiones con un crecimiento radial y profuso
del micelio afectando a grandes &reas de la superficie corporal.

Aunque LE89 y LE141 produjeron indices de supervivencia altos en los peces, en
aquellos que se infectaron con S. parasitica no se observo mejoria de las lesiones a lo
largo de los 14 dias postinfeccion.
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Figura 5. Trucha arcoiris con lesiones tipicas de saprolegniosis 72 horas post infeccion. En un
tanque tratado con Yersenia kristensenii LE58 en el agua

= 4.1.4. Discusion

La proteccion que proporcionaron LE89 y en menor grado LE141, indica que estas
bacterias podrian ser una alternativa interesante como probiéticos frente al empleo de
tratamientos quimicos en la prevencidn-biocontrol de la saprolegniosis en trucha a
través del agua. Por el contrario no parecen ser una buena opcion para el tratamiento, ya
gue una vez que se instaurd la infeccién en el pez no detuvieron ni eliminaron la
progresion de la enfermedad. Un aspecto interesante es que ambas bacterias proceden
de la microbiota cutanea de peces sanos, un requisito que es recomendable en los
probidticos, ya que en el caso de LE89 procede de trucha comdn y LE141 de trucha
arcoiris.

Existen pocos estudios in vivo que empleen bacterias probi6ticas frente a S. parasitica.
Lategan y col. (2004a y 2004b) demostraron que la administracion de Aeromonas media
en el agua disminuia significativamente la aparicion de saprolegniosis en anguila austral
(Aguilla australis) y en perca plateada (Bidyanus bidyanus), ademas de inducir la
curacion de lesiones. En los resultados obtenidos empleando LE89 y LE141 no se
observé mejoria en las lesiones de los peces tratados.

Respecto al empleo de bacterias potencialmente probidticas frente a la infeccion por
S. parastica en huevos de trucha arcoiris existe un estudio in vivo en el que Heikkinen y
col. (2016) observaron que el tratamiento del agua con Jathinobacterium sp. M169,
Pseudomonas sp. M162 y M174 o sus mezclas, cuando el agua era tratada previamente
con radicidn ultravioleta disminuia la mortalidad.

A pesar de existir pocos trabajos del empleo de probid6ticos frente a S. parasitica in vivo,
como se comento en el apartado 1.2. existen numerosos trabajos de bacterias capaces de
inhibir a S. parasitica in vitro.

Otras cepas de Pseudomonas sp. han demostrado eficacia in vivo frente a otros agentes
patdgenos en trucha arcoiris, como Vibrio anguillarum, cuando son afiadidas en el agua
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(Gram y col., 1999; Spanggaard y col., 2001), y frente a Flavobacterium psychrophilum
cuando se afiaden en el pienso (Korkea-aho y col., 2011).

El mecanismo de accion de P. fluorescens LE89 y LE141 in vivo se desconoce, aunque
en el apartado 4.3. de este trabajo se pretende vislumbrar. EI que la bacteria impida la
infeccion, pero cuando se instaura no evite su progresion, sugiere que la bacteria
coloniza el epitelio cutaneo del pez y que mediante exclusion competitiva evita la
adhesion de los quistes de S. parasitica. Esta hipétesis de la competicion quedo
demostrada en un trabajo anterior in vitro en el que se demostré que ambas bacterias
producen un elevado porcentaje en la reduccion de la adhesion de los quistes de S.
parasitica al moco cutaneo de trucha comun cuando se afiaden de forma simultanea
(competicion) o previamente a los quistes (exclusién), pero no son capaces de
desplazarlos cuando ya se han adherido al moco que tapiza la placa (Carbajal-Gonzalez
y col., 2013). Esto confirmaria lo que ocurrid in vivo, puesto que una vez que se
instaurd la infeccion, las bacterias no fueron capaces de detenerla o reducirla, solo
cuando actuaron dificultando la adhesion de los quistes evitaron la enfermedad. El
mecanismo de exclusion competitiva estd ampliamente descrito como uno de los modos
de accion de los probidticos mediante el cual evitarian la fijacion del microorganismo
patdgeno a las mucosas del pez, pero a pesar de que existen trabajos in vitro que
demuestran este efecto, cuando se transfieren a modelos in vivo, generalmente no
producen resultados que los apoyen (Kesarcodi-Watson y col., 2008).

4.2. Biocontrol de la saprolegniosis en trucha arcoiris afiadiendo
la bacteria potencialmente probiotica al pienso

= 4.2.1. Introduccién

Una de las vias de administracion de los probidticos mas empleada en acuicultura es a
través del pienso. En los objetivos de la tesis doctoral se contempla el comprobar la
eficacia por via oral de aquellas bacterias que sean probidticas a través del agua.

LE89 y LE141, que dieron buen resultado en el agua, proceden del moco cutaneo de
trucha y no del intestino. Por ello se optd por comprobar determinadas propiedades en
relacién con su capacidad para soportar el transito a través del aparato digestivo de la
trucha, su establecimiento en el moco intestinal, su viabilidad una vez mezcladas con el
pienso y la forma mas adecuada de conservacion, asi como el patron de resistencia a
antibioticos. Se realizaron las pruebas siguientes:

1- Resistencia a varios gradientes de pH para evaluar la capacidad de las dos bacterias
seleccionadas (LE89 y LE141) para resistir la accién de los &cidos gastricos de la
trucha, permitiendo su paso al intestino y posterior colonizacion.
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2- Resistencia a bilis fresca de trucha arcoiris para comprobar la capacidad de las
bacterias para sobrevivir al transito gastrointestinal.

3- Crecimiento en moco intestinal y moco cutaneo para conocer si las bacterias crecen
en ambos mocos lo que indicaria su capacidad para colonizar el tracto intestinal y la
superficie cutanea del pez.

4- Patron de sensibilidad a antibioticos. La resistencia a los antibidticos de las bacterias
probidticas presenta la ventaja de que la administracion de antibioticos al pez no
afectaria a su viabilidad en la microbiota cutanea e intestinal persistiendo su efecto
beneficioso, pero presenta la desventaja de que la presencia de resistencias a
antibioticos codificadas en plasmidos puede favorecer la transferencia de estas
resistencias a otras bacterias del medio.

5- Supervivencia de los aislados bacterianos una vez mezclados con el pienso para
poder establecer el método de conservacion mas adecuado.

= 4.2.2. Material y métodos

o 4.2.2.1. Propiedades de Pseudomonas fluorescens LE89 y LE141 respecto a su
utilizacion en el pienso:

e4.2.2.1.1. Resistencia a diferentes pH

La bacteria se cultivd en caldo TSB a 20 °C durante 24 h, se centrifugd a 2000 x ¢
durante 10 min, el pellet resultante se lavo dos veces con PBS estéril. La concentracion
bacteriana se ajustd a 10'° bacterias ml! y de esta suspension se depositaron por
triplicado 10 pl en 100 ml de PBS estéril con diferentes pH (3, 4, 5, 6 y 7) obtenidos
mediante la adiccion de HCI 0,1 M. Tras incubar 90 min a 20 °C se determinaron las
UFC ml™ mediante la siembra en TSA de cuatro diluciones decimales de cada una de
las suspensiones a diferentes pH. Finalmente se obtuvo el porcentaje de supervivencia
de la bacteria. Los datos se sometieron a un analisis de varianza de una via (ANOVA),
considerando significativos aquellos resultados que presentaran un valor p < 0,05.

e4.2.2.1.2. Resistencia a bilis fresca

La bilis se obtuvo de hembras de trucha arcoiris de aproximadamente 400 g de peso.
Los peces se sometieron a un ayuno previo de 36 h antes de la extraccion, momento en
el que fueron sacrificados por sobredosificacion de anestésico (MS-222, 100 ppm). La
bilis se extrajo mediante puncién de la vesicula biliar con una aguja de 25 G y se
recogié en tubos estériles.

Las suspensiones bacterianas se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito en el
apartado anterior, ajustandose la concentracion final a 107 bacterias ml?t. A esta
suspension bacteriana se le afiadio por triplicado un 10 % de bilis fresca procedente de
un pool de bilis de tres truchas arcoiris. Las suspensiones se incubaron durante 90 min a
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20 °C, despues se llevaron a cabo 4 diluciones seriadas 1/10, se tomaron 100 pl de cada
una y se sembraron en agar TSA para determinar las UFC ml? y el porcentaje de
supervivencia. Como testigo se empled el mismo volumen de PBS en lugar de bilis.

Los datos obtenidos se interpretaron mediante el analisis de varianza de una via
(ANOVA) considerando significativos aquellos que presentaran un valor p < 0,05.

¢4.2.2.1.3. Crecimiento en moco intestinal y cutaneo

Se emplearon truchas comun y arcoiris de aproximadamente 400 g. El moco cutaneo e
intestinal se obtuvo segun la metodologia descrita por Chabrillon y col. (2005). De
modo resumido, se raspa cuidadosamente la superficie cutdnea o la mucosa intestinal
con una espatula de plastico estéril. EI moco se diluye 1:3, se homogeniza en PBS
estéril, se centrifuga dos veces a 12 000 x g durante 5 min a 4 °C para eliminar escamas
y células y el sobrenadante se filtra con un filtro estéril de 0,45 pum. Finalmente se mide
la concentracion de proteinas totales con un espectrofotémetro (Nanodrop® ND-1000,
Thermo Fisher Scientific®) y se ajusta la concentracion a 0,5 mg mlL. La suspension de
ambos tipos de moco se esteriliza mediante la exposicion a luz ultravioleta (254 nm)
durante 30 min.

Las dos bacterias se cultivaron en caldo TSB en las mismas condiciones descritas
anteriormente ajustando la concentracion de la suspension a 3 x 10° bacterias ml™. Se
tomaron 10 pl de esta suspension y se afiadieron a 3 ml de la suspension de moco para
obtener una concentracion final de 107 bacterias ml™. Se prepararon dos testigos, uno
positivo en el que se sustituyo la suspension de moco por el mismo volumen de TSB y
otro negativo en el que se afiadié PBS en lugar de la suspension de moco. Se incubaron
a 20 °C durante 24 h en agitacion y de cada cultivo se efectuaron cuatro diluciones
seriadas 1:10 de las que se tomaron 100 pl para su cultivo en agar TSA y posterior
determinacion de las UFC mlL.

e4.2.2.1.4. Patron de sensibilidad a antibioticos

Se comprobo mediante el test de sensibilidad bacteriana in vitro empleando el método
de difusion con discos sobre agar TSA. Se utilizaron los siguientes discos con
antibioticos: acido nalidixico (30 pg), tetraciclina (30 pg), trimetoprim-
sulfametoxazol (1,25 pg-23,75 ug), doxiciclina (80 pg), florfenicol (30 pg), kanamicina
(100 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), cefalexina (30 pg), ampicilina
(33 pg), amoxicilina- acido clavulanico (20 pg-10 ug), penicilina (5 pg), estreptomicina
(200 pg), clindamicina (25 pg), enrofloxacina (10 pg) y vancomicina (5 pug).

¢4.2.2.1.5. Supervivencia de la bacteria mezclada con el pienso

La preparacion del pienso se llevé a cabo segln Irianto y Austin (2002a). La bacteria se
sembrd en agar TSA incubando a 20 °C durante 48 h. El crecimiento obtenido se
trasladé a 500 ml de caldo TSB incubando 24 h en agitacion a 20 °C. La suspension
bacteriana se ajusto a una concentracion de 10° bacterias ml, tomandose un indculo de
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10 ml que se afadio a 90 g de pienso que se homogeneizé6 mediante un amasador
eléctrico (HM 3100, Braun) en un recipiente de cristal estéril durante un minuto. Se
utilizaron dos tipos de pienso comercial (T4 Optiline AE Ouro 2P y T4 Optiline-sf 2P,
Skretting®) que se diferencian en su flotabilidad. La mezcla de cada pienso con la
bacteria se secd durante 30 min en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo
laminar (Panigrahi y col., 2004).

De cada lote de pienso se tomd una muestra para calcular las UFC g iniciales en el
mismo, procediéndose del siguiente modo: 10 g del pienso se homogeneizaron con 90
ml de suero fisioldgico estéril durante 2 min en un Stomacher® 400 (Seward) y de este
homogeneizado se tomaron 100 ul para efectuar ocho diluciones decimales seriadas.
Cada una de estas diluciones se sembrd en agar TSA y tras una incubacién de 48 h a
20 °C se realiz6 el recuento de colonias.

A continuacion, cada una de las mezclas de pienso se dividié en dos mitades de igual
peso que se envasaron en bolsas de Whirl-Pak® (Nasco). Cada mitad se almacend a una
temperatura diferente (4 °C y 20 °C) durante 30 dias. La supervivencia de las bacterias
durante ese periodo de tiempo se comprobd segln Irianto y Austin (2002a),
determinando las UFC g a los 7, 14, 21 y 28 dias.

e 4.222. Biocontrol de la saprolegniosis en trucha arcoiris afiadiendo
Pseudomonas fluorescens LE89 o LE141 al pienso

+4.2.2.2.1. Bacterias y preparacion del pienso.

Se emplearon los aislados P. fluorescens LE89 y LE141 que habian protegido frente a la
infeccion por S. parasitica administrados en el agua. Las suspensiones bacterianas se
prepararon del mismo modo que para el biocontrol de S. parasitica en el agua (apartado
4.1.2.1). Seguidamente se mezclaron 10 ml de una suspension bacteriana de
10° bacterias ml* con 90 g de pienso comercial T2 Optiline 1P (Skretting®) empleando
una amasadora de varillas eléctrica (HM 3100, Braun) durante un minuto. Para los
peces testigo se preparo el pienso de la misma forma sustituyendo el indculo bacteriano
por 10 ml de PBS estéril.

+4.2.2.2.2. Peces y tanques

Se utilizo trucha arcoiris de 11,79 + 4,17 g y la aclimatacién, tanques y procedimiento
experimental se realizé del mismo modo que se describe en el apartado 4.1.2.3.

+4.2.2.2.3. Administracion de la bacteria probidtica y desafio con S. parasitica

Se utilizaron tanques de 40 L con 20 truchas que durante los 14 dias previos y los 10
posteriores a la infeccion con S. parasitica se alimentaron con pienso T2 Optiline 1P
(Skretting®) mezclado con la bacteria a una concentracion de 108 bacterias g*. Los
peces se alimentaron con una cantidad de pienso correspondiente al 2 % de la biomasa
del tanque.

40



Durante las 48 h previas a la infeccion y durante la misma, los peces se mantuvieron en
ayunas. Tras 24 h en contacto con los quistes de S. parasitica se reestablecio el flujo de
agua en el tanque y la alimentacion con la bacteria. La infeccion con S. parasitica se
llevd a cabo segun se describe en el apartado 4.1.2.4. Se prepararon 2 tanques testigo
utilizando un pienso en el que se sustituyd la bacteria por el mismo volumen de PBS
estéril, y durante la infeccion uno de los tanques recibio el mismo tratamiento con
zoosporas (testigo de infeccion) y otro solo el tratamiento “ami-momi” (testigo de
mortalidad por “ami-momi’).

Los peces se mantuvieron en obsevacion durante 10 dias para detectar signos de
saprolegniosis y los que murieron en las 24 horas posteriores a la infeccién
experimental fueron considerados como bajas debidas al tratamiento “ami-momi”.

+4.2.2.2.4. Andlisis estadistico

Se calculd el porcentaje de peces no infectados y se analizaron los datos mediante el test
de Fisher de dos vias para determinar si las diferencias observadas entre los grupos
experimentales y testigos eran estadisticamente significativas. Estos calculos fueron
realizados con el programa Epi Info 7™ (CDC).

= 4.2.3. Resultados

e 4.2.3.1. Propiedades de Pseudomonas fluorescens LE89 y LE141 respecto a su
utilizacion en pienso

+ 4.2.3.1.1. Resistencia a diferentes pH

Ambas bacterias presentan viabilidad con todos los pH probados, aunque con pH 3
hubo diferencias significativas de menor viabilidad (p < 0,05) respecto al testigo con
pH 7 (Cuadros 3 y 4). El porcentaje de bacterias capaces de resistir a pH 3 es mayor en
LE141 siendo préximo al 20 %, mientras que en LE89 apenas llega al 2 %.

Cuadro 3. Tolerancia, expresada en log UFC ml, de Pseudomonas fluorescens LE89 a diferentes
concentraciones de pH, en tres experimentos independientes

Log UFC mlt x +SD
pH 3 5,21 5,25 5,76 5,41 £ 0,25*
pH 4 7,39 7,33 7,27 7,33 £ 0,04
pH 5 7,29 7,29 7,27 7,28 £0,01
pH 6 7,23 7,29 7,26 7,26 £ 0,02
pH 7 7,38 7,42 7,36 7,39 £ 0,02

* Indica que existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) respecto
al testigo (pH 7)
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Cuadro 4. Tolerancia, expresada en log UFC ml, de Pseudomonas fluorescens LE141 a diferentes
concentraciones de pH, en tres experimentos independientes

Log UFC ml* x +SD
pH 3 - 6,25 6,26 6,26 + 0,01*
pH 4 6,93 6,95 6,95 6,94 + 0,01
pH5 7,02 6,99 6,82 6,94 £ 0,09
pH 6 6,99 7,16 7,02 7,06 £ 0,07
pH7 6,94 7,06 7,03 7,01 £0,05

* Indica que existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) respecto
al testigo (pH 7)

e4.2.3.1.2. Resistencia a bilis fresca

Tanto LE89 como LE141 presentaron buena resistencia frente a la bilis de trucha
arcoiris puesto que no hubo diferencias significativas en el crecimiento (p < 0,05) en los
cultivos con bilis respecto a los testigos (Figuras 6 y 7). En el caso de LE141 el
porcentaje medio de supervivencia respecto a los testigos fue de un 99,5 %, mientras
que con LES89 fue del 71,7 %.

7,54 7,40

log UFC ml!

Testigos (PBS) 10 % bilis
LE89

Figura 6. Log UFC ml de Pseudomonas fluorescens LE89 incubada con un 10 % de bilis
de trucha arcoiris, se representa la media de tres estudios independientes. Las desviaciones
<0,1 no se hallan respresentadas en el grafico
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o 7,32 7,32
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Testigos (PBS) 10 % bilis
LE141

Figura 7. Log UFC ml* de Pseudomonas fluorescens LE141 incubada con un 10 % de bilis
de trucha arcoiris, se representa la media de tres estudios independientes. Las desviaciones
<0,1 no se hallan respresentadas en el grafico
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¢4.2.3.1.3. Crecimiento en moco intestinal y cutaneo

LE89 y LE141 crecen en el moco intestinal y en el moco cutaneo de trucha comun y
trucha arcoiris empleandolos como fuente de nutrientes. LE89 aumento su crecimiento
hasta en dos unidades logaritmicas respecto al testigo negativo, y en el caso de LE141
aumento6 una unidad logaritmica (Cuadros 5y 6).

Cuadro 5. Crecimiento de Pseudomonas fluorescens LE89 en moco cutaneo e intestinal de
trucha comin (macho y hembra) y trucha arcoiris (hembra), expresado en log UFC ml*!

Log UFC mIt
Moco cuténeo trucha comin & (pool 3 peces) 8,64
Moco cuténeo trucha comin ¢ (pool 3 peces) 8,65

Moco cuténeo trucha arcoiris ¢ (pool 2 peces) 8,53
Moco intestinal trucha comdn & (pool 3 peces) 8,52
Moco intestinal trucha comin @ (pool 3 peces) 8,52
Moco intestinal trucha arcoiris @ (pool 2 peces) | 8,52
Testigo + (TSB) 9,04
Testigo — (PBS) 6,63

Cuadro 6. Crecimiento de Pseudomonas fluorescens LE141 en moco cutaneo e intestinal
de trucha comiin (macho y hembra) y trucha arcoiris (hembra), expresado en log UFC ml*

Log UFC ml*!
Moco cutineo trucha comiin & (pool 3 peces) 8,26
Moco cuténeo trucha comun ¢ (pool 3 peces) 8,23
Moco cuténeo trucha arcoiris @ (pool 2 peces) 8,19

Moco intestinal trucha comdn & (pool 3 peces) 8,30
Moco intestinal trucha comin @ (pool 3 peces) 8,14
Moco intestinal trucha arcoiris ¢ (pool 2 peces) | 8,45
Testigo + (TSB) 8,32
Testigo — (PBS) 7,00

e4.2.3.1.4. Patron de sensibilidad a antibioticos

LE89 y LE141 resisten a la mayoria de los antibioticos empleados, aunque existen
variaciones en funcion de la bacteria. Ambas son resistentes a florfenicol, eritromicina,
cefalexina, ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, penicilina, clindamicina y
vancomicina (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Sensibilidad de Pseudomonas fluorescens LE89 y LE141 a diversos
antibidticos. R: resistente, S: sensible. Entre paréntesis se indica el diametro del halo
de inhibicion en cm

Antibiotico LE89 LE141
Acido nalidixico R (1,1) S (2,0)
Tetraciclina S(2,5) R (0,0)
Trimpetroprim-sulfametoxazol R (0,0) S(2,3)
Doxicilina S (4,0) S(3,7)
Florfenicol R (0,0) R (0,0)
Kanamicina S(3,7) S(2,7)
Eritromicina R (0,0) R (0,0)
Gentamicina S(3,0) S(2,5)
Cefalexina R (0,0) R (0,0)
Ampicilina R (0,0) R (0,0)
Amoxicilina-acido clavulanico R (0,0) R (0,0)
Penicilina R (0,0) R (0,0)
Estreptomicina S (4,0) R (1,9)
Clindamicina R (0,0) R (0,0)
Enrofloxacina S (3,5) S (2,5)
Vancomicina R (0,0) R (0,0)

¢4.2.3.1.5. Supervivencia en el pienso

En general las dos bacterias resistieron mas cuando se mezclaron con el pienso
T4 Optiline AE Ouro 2P (no flotante) y a su vez cuando el pienso se almacené a 4 °C.
LE141 presento6 en general una supervivencia mayor que LE89.

LE141 experimentd un descenso aproximado de una unidad logaritmica a las dos
semanas de almacenamiento y a partir de ese momento su concentracion en el pienso
permanecio bastante estable hasta los 28 dias.

LE89 presentd un descenso de una o dos unidades logaritmicas a los 7 dias de
almacenamiento y este descenso continuo6 de forma progresiva hasta el dia 28. A su vez
fue mas acusado cuando la bacteria se afiadi6 al pienso T4 Optiline-sf 2P (semiflotante)
y se almaceno a 20 °C (Figura 8).

Todas las mezclas con el pienso T4 Optiline-sf 2P conservado a 20 °C, incluidos los
testigos, desarrollaron macroscépicamente un hongo del género Penicillium a los 28
dias de almacenamiento.
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Figura 8. UFC gde las cepas LE141 y LE89 en dos tipos diferentes de pienso T4 Optiline
AE Ouro 2P (nf) T4 Optiline-sf 2P (sf) y sus testigos (PBS), almacenados a 4 °C y 20 °C,
durante 28 dias (UFC g?)

e 4.2.3.2. Biocontrol de la saprolegniosis en trucha arcoiris afiadiendo
Pseudomonas fluorescens LE89 o LE141 al pienso

Durante los ensayos ninguno de los dos aislados de P. fluorescens, LE89 y LE141,
aumento el porcentaje de peces no infectados a traves del pienso frente a la infeccién
experimental con S. parasitica, ya que no hubo diferencias con respecto a los peces
infectados en el tanque testigo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentaje de peces no infectados frente a la saprolegniosis en trucha
arcoiris alimentada con Pseudomonas fluorescens LE89 y LE141

Aislado bacteriano afiadido al pienso | % de peces no infectados

Pseudomonas fluorescens (LE89) 0%
Pseudomonas fluorescens (LE141) 0%

= 4.2.4. Discusion

La disminucién de pH afecta de manera diferente a LE89 y a LE141, pero en general las
dos presentan una supervivencia superior al 80 % a valores de pH 4, aunque sufren un
descenso dréastico de su viabilidad al ser sometidas a pH 3.

Hay que tener en cuenta que la accion de los &cidos gastricos in vivo no se produce de
forma directa sobre las bacterias al estar mezcladas con el alimento. Segun algunos
autores el pH gastrico con el quimo en el estbmago se ve incrementado al llegar a
valores de pH 3,80 (Sugiura y col., 2006) o 4,90 (Bucking y Wood, 2009) en trucha
arcoiris. Estos autores asocian este incremento al efecto tampdn de los componentes del
pienso y a un efecto reflejo de los peces, mediante el cual ingieren ciertas cantidades de
agua durante la ingestion que diluiria los acidos gastricos.

LE89 y LE141 toleran la presencia de bilis lo que es importante de cara a la
supervivencia durante su paso por el intestino, si bien segun Balcazar y col. (2008) no
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existe consenso acerca de la concentracion de bacterias probidticas que deben sobrevivir
al proceso de digestion.

LE89 y LE141 presentan capacidad para multiplicarse en el moco cutaneo e intestinal
de trucha arcoiris y trucha comun facilitando la colonizacion de la superficie cutanea y
de la mucosa intestinal. Nikoskelainen y col. (2001) indican que mediante la adhesion y
colonizacion de la mucosa intestinal, la superficie cutanea o las branquias los
probidticos actuarian frente al agente patogeno de diferentes formas: bloqueando
receptores, ocupando espacios de la mucosa o compitiendo por los nutrientes presentes
en el medio, dando lugar a una exclusion competitiva. También se ha propuesto como
modo de accion de los probioticos la inmunomodulacion de la la respuesta inmunitaria
en el hospedador (Nayak, 2010; Lazado y col., 2014).

A esta facilidad de crecimiento en el moco cutidneo se le uniria la mayor o menor
capacidad de adhesion al mismo demostrado en estudios in vitro previos llevados a cabo
con estas cepas por Carbajal-Gonzalez (2013). LE89 se adhirio un 2,9 % al moco
cutaneo de trucha comun macho y LE141 fue el aislado bacteriano con mayor capacidad
de adhesion (15,3 %) de los 15 empleados.

La resistencia de los probidticos a determinados antibidticos puede suponer una ventaja
si se administran de forma simultanea, puesto que estos microorganismos beneficiosos
se establecerian en la mucosa intestinal o superficie cutdnea mientras que los
microorganismos perjudiciales para el pez serian eliminados (Pérez-Sanchez y col.,
2011). Ademas las dos bacterias estudiadas presentaron resistencia frente al florfenicol,
que en este momento es uno de los antibidticos autorizados para el uso en trucha
arcoiris por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS,
2017). Debido a que ambas bacterias pertenecen a la especie Pseudomonas fluorescens
y por tanto son bacterias Gram-negativas, estudios posteriores deben asegurar que los
genes que codifican la resistencia al florfenicol y otros antibioticos se hallan codificados
en el cromosoma y no en plasmidos, lo que permitiria una transferencia de esta
resistencia a otras bacterias mediante transmision horizontal, lo que supondria un serio
handicap para su posible uso comercial (Newaj-Fyzul y col., 2014).

En los ensayos de supervivencia utilizando dos tipos de pienso comercial para trucha, se
observo que transcurridos 7 dias de almacenamiento del pienso la concentracion de las
dos bacterias disminuia considerablemente, siendo mas acusado cuando el pienso se
conservo a 20 °C. Por eso se considerd que para los experimentos de biocontrol de la
saprolegniosis lo mas apropiado era realizar la mezcla de la bacteria con el pienso
inmediatamente antes de administrarlo a los peces, y que una vez comprobada la
utilidad de la via oral se ensayarian métodos alternativos para su conservacion y
almacenamiento, como la liofilizacion o la encapsulacion. Esta ultima presentaria
ademas la ventaja de que las bacterias encapsuladas resistirian mejor el transito
intestinal estando protegidas del efecto de los &cidos estomacales, sales biliares y
enzimas digestivas (Rosas-Ledesma y col., 2012; Burgain y col., 2011).
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Finalmente LE89 y LE141 no resultaron eficaces para prevenir la infeccion por
S. parasitica cuando se administraron de modo independiente a través del pienso, en
contraste con los resultados obtenidos al administrarlas en el agua del tanque, lo que
reafirma la importancia de la via de administracion.

Gram y col. (2001) indican que el probidtico debe administrarse de tal modo que
permanezca en el area de invasion y proliferacion del microorganismo patdgeno. Esto
explicaria que LE89 y LE141 sean efectivas al ser afadidas al agua, ya que las
zoosporas secundarias de S. parasitica se fijan al epitelio cutaneo y branquial de los
peces, pero excepcionalmente no al epitelio intestinal.

Nuestros resultados ponen de relevancia que la accion a nivel local del probidtico en el
punto de acceso del patdgeno debe tenerse en cuenta, sobre todo considerando que uno
de los modos de accion en probidticos descritos con mas frecuencia es la exclusién
competitiva.

Hasta la fecha no existen trabajos que empleen bacterias con actividad inhibitoria frente
a S. parasitica in vivo administradas a traves del pienso, pero si existen numerosos
estudios que emplean probidticos con éxito por via oral para prevenir enfermedades
bacterianas en trucha arcoiris (Irianto y Austin, 2002a; Brunt y Austin, 2005).

Smith y Davey (1993) comprobaron que Pseudomonas fluorescens F19/3 era capaz de
excluir a Aeromonas salmonicida en las infecciones inducidas por estrés administrada a
través del agua, por su capacidad por competir por el hierro, y porque el agente
patdgeno se encuentra situado externamente en el pez. Austin y col. (1995)
comprobaron la efectividad de otro probidtico de la especie Vibrio alginolyticus
administrado mediante bafio para reducir la infeccion por A. salmonicida en el salmén
del Atlantico (Salmo salar), sin embargo este probiotico administrado por la misma via
no fue capaz de controlar la infeccion por Yersinia ruckeri, en el que se ha descrito el
intestino como una importante puerta de entrada en el hospedador. (Valtonen y col.,
1992).

A pesar de considerar que la efectividad de los probidticos depende entre otros factores
de su via de administracion, Korkea-Aho y col. (2011) demostraron que el empleo de la
cepa de P. fluorescens M174 a través del pienso era capaz de disminuir la mortalidad
causada por Flavobacterium psychrophilum en trucha arcoiris. Esta bacteria, causante
del sindrome del alevin de la trucha arcoiris, ha sido detectada por varios autores en
aletas, branquias, moco cutaneo, opérculos y 6rganos sexuales en reproductores (Holt y
col., 1993; Nematollahi y col., 2003). En estudios posteriores también se ha detectado
su presencia en la mucosa intestinal de alevines de trucha arcoiris (Lorenzen y col.,
1994; Lorenzen y Olesen, 1997), de esta forma P. fluorescens M174 se encontraria
colonizando una de las areas de invasion este agente patdgeno.

A pesar de ello, Pieters y col. (2008) demostraron que no es necesario emplear como via
de administracion del probiotico aquella que proporcione una interaccion directa con el
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patogeno, al contrario de lo sucedido en nuestro caso, puesto que la administracion oral
de Aeromonas sobria GC2 en trucha arcoiris redujo la infeccién por Ichthyophthirius
multifiliis que se localiza en la piel. Este trabajo indica que la accién frente al agente
causante del punto blanco no tiene lugar por exclusién competitiva del probiético, si no
por una estimulacion de la respuesta inmunitaria; lo que pone de relevancia la
importancia de conocer el modo de accion de los probioticos y la patogenia del
microorganismo patdgeno para la seleccion del probiotico frente a una enfermedad
concreta.

4.3. Estimulacion de la respuesta inmunitaria y otros
mecanismos de accion de Pseudomonas fluorescens LE89 y
LE141

e 4.3.1. Introduccion

Uno de los mecanismos de accién de los probidticos mas investigado es la estimulacion
de la respuesta inmunitaria inespecifica en el hospedador (Pieters y col., 2008; Kim y
Austin, 2006; Son y col., 2009; Panigrahi y col., 2004; Balcazar y col., 2006;). Dados
los resultados positivos obtenidos con la administracion de Pseudomonas fluorescens
LE89 o LE141 en el agua, nos propusimos estudiar si estas bacterias estimulan la
respuesta inmunitaria en trucha arcoiris. También se han descrito otros mecanismos de
accion de los probidticos como p.ej. la produccion y secrecion de compuestos
bioactivos con propiedades inhibitorias (Lategan y col., 2006; Whang y Zhang, 2017).
Por todo ello se plante6 la realizacion de diferentes experimentos para tratar de
determinar el modo de accién de LE89 y LE141. De este modo, se ha estudiado su
capacidad para estimular la respuesta inmunitaria en trucha arcoiris, la produccion de
sideroforos y la presencia o produccion de sustancias tanto estructurales (presentes en su
citoplasma) como extracelulares con capacidad inhibitoria.

e 4.3.2. Material y métodos

e 43.2.1. Estimulacion de la respuesta inmunitaria innata en trucha arcoiris
afnadiendo LE89 o LE141 al agua

Todos los ensayos se efectuaron por triplicado con trucha arcoiris de 71,83 £ 9,90 g en
tanques de 40 L con las mismas condiciones descritas en el apartado 4.1.2.3. En cada
tanque se dispuso un grupo de 12 peces que se sometieron a un tratamiento diario de 10°
bacterias mI* en el agua del tanque durante 6 h. Transcurrido el bafio con la bacteria
LE89 o LE141 se restablecio el flujo de agua y se alimenté a los peces con el pienso T-4
Optiline-sf 2P (Skretting®), con una cantidad correspondiente al 2 % del peso vivo de
los peces. Los tanques testigo se prepararon con las mismas condiciones que los
experimentales, pero afiadiéndoles PBS estéril en lugar de la suspension bacteriana.
Transcurridos 14 dias se muestrearon un total de 12 peces (4 peces de cada una de las
tres réplicas) que se anestesiaron con 50 ppm de MS-222 tomando muestras de sangre
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de la vena caudal y de moco cutaneo. Posteriormente estos peces se sacrificaron por
sobredosis con 100 ppm de MS-222 y se recolectaron los macréfagos del pronefros.

Para determinar la estimulacion de la inmunidad innata se midieron los siguientes
parametros: recuento de células sanguineas (eritrocitos, leucocitos, y proporcion de
linfocitos, granulocitos, y monocitos), capacidad fagocitaria y produccién de i6n
superoxido de los macrdfagos del pronefros, proteinas totales y actividad de la lisozima
del suero y del moco cutaneo.

Los recuentos de celulas sanguineas se llevaron a cabo segun la metodologia descrita
por Pieters y col. (2008). Para la obtencidén de las muestras de sangre los peces se
anestesiaron mediante inmersion en agua con 50 ppm de MS-222, y de forma inmediata
se llevd a cabo la venopuncién de la vena caudal con una jeringa de insulina acoplada a
una aguja de 25 G. Una parte de la sangre obtenida se transfiri6 a un Vacutainer®
heparinizado (Becton-Dickinson) y el resto se depositd en un tubo eppendorf que se
reservo para la obtencion de suero. A partir de la sangre heparinizada se llevaron a cabo
tres diluciones decimales en PBS estéril (pH 7,2), tomando la dilucion 102 para el
recuento de leucocitos y la dilucion 107 para el recuento de eritrocitos. Los recuentos se
efectuaron en una camara de Neubauer a 400 aumentos. Para determinar la proporcién
de los diferentes leucocitos (linfocitos, granulocitos y monocitos) se efectué una
extension en un portaobjetos de la sangre heparinizada, se tifid empleando el método
Diff-Quick, se observd a 400 aumentos al microscopio 6ptico contando por triplicado
100 leucocitos y se determind la proporcion de cada uno de los mismos.

La obtencidon de los macrofagos se realizd segun Fierro-Castro (2009). Para ello se
sacrificaron las truchas mediante una sobredosis de MS-222 (100 ppm) y se
exanguinaron. Posteriormente se extrajo el pronefros en condiciones estériles dentro de
una cabina de flujo laminar. El tejido del pronefros se puso en una placa de Petri estéril
con medio de mantenimiento para macrofagos [RPMI 1640 sin rojo fenol (Gibco) con
un 2 % de suero fetal bovino (SFB), 50 pg/ml de gentamicina y 2 pg/ml de anfotericina,
suplementado con 20 Ul de heparina]. El pronefros se disgreg6 empleando tijeras
estériles, se homogeneiz6 con una jeringa de 1 ml y se filtro a través de una malla de
nylon de 100 pm para eliminar porciones de tejido groseras. A continuacion la
suspension de células se depositd lentamente formando una capa en la superficie de un
gradiente discontinuo de Percoll® (GE Healthcare) formado por 10 ml de una fase del
51 % de Percoll (5,1 ml de Percoll, 1 ml de HBSS 10x y 3,9 ml de agua destilada
estéril) en el fondo de un tubo estéril de 15 ml (BD) y sobre esta 10 ml de una fase de
34 % de Percoll (3,4 ml de Percoll, 1 ml de HBSS 10x y 5,6 ml de agua destilada
estéril). El gradiente de Percoll se centrifugé a 400 x g durante 25 min a 4 °C y se
recogio con una pipeta Pasteur la banda de células presente en la interfase de los dos
gradientes. Las células obtenidas se lavaron dos veces con RPMI-1640 centrifugando a
400 x g durante 5 min a 4 °C. Tras el ultimo lavado se resuspendieron en el medio de
mantenimiento para macrdéfagos sin heparina y se tomé una alicuota para establecer el
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numero de células viables mediante la adicion de azul tripan al 0,1 % y su posterior
recuento en una camara de Neubauer.

El ensayo de la capacidad fagocitaria de los macrofagos del pronefros se efectud segun
Mathews y col. (1990) con ligeras modificaciones. Se ajustd la concentracion de
macréfagos del pronefros a 107 células mIt en medio RPMI-1640, 1 ml de esta
suspension se dispuso en un tubo de poliestireno estéril y se le afiadié 1 ml con
10° bolitas de latex de 0,85 pum de diametro (Sigma) resuspendidas en 1 ml de RPMI-
1640. Los tubos se incubaron durante 1 h a 20 °C en una estufa para cultivos celulares,
en condiciones de aerobiosis con un 5 % de CO», Tras la incubacion se afiadio 1 ml de
PBS estéril recién descongelado y se centrifugaron los tubos a 275 x g durante 5 min.
Los sobrenadantes se eliminaron y los pellets obtenidos se extendieron sobre
portaobjetos, se dejaron secar al aire y se tifieron con Diff-Quick. Los portaobjetos se
examinaron a 400 aumentos al microscopio y se contabilizaron por triplicado grupos de
100 células para determinar el porcentaje de macrofagos que engloban bolitas de latex
calculandose el indice de fagocitosis (IF) segun la siguiente formula:

IF= (NUumero de macréfagos fagocitando/ Numero total de macrofagos) x 100

La deteccion de ion superdxido se llevo a cabo segun Chung y Secombes (1988). Para
ello en una placa de 96 pocillos (Nalge Nunc) se depositaron 100 pl de una suspensién
de macréfagos con una concentracion de 107 células ml™ en medio de mantenimiento
para macrofagos (sin heparina), suplementado con suero fetal bovino al 0,1 % para
favorecer la adherencia de las células al poliestireno. Tras incubar a 20 °C durante 2 h
en aerobiosis con un 5 % de CO, los pocillos se lavaron dos veces con RPMI-1640 para
eliminar las células no adheridas. La monocapa de células adheridas al pocillo se cubrio
con 100 pl de medio RPMI-1640 suplementado con 1 mg miI* de cloruro de nitroazul de
tetrazolio (NBT, Sigma) y 1 pug ml? de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma)
disuelto en dimetil sulféxido (DMSO, Sigma). Tras incubar durante 1 h a 20 °C se
elimind el sobrenadante cuidadosamente y la reduccion del nitroazul de tetrazolio
(NBT) se fren6 mediante la adiccion de metanol absoluto. El formazén resultante del
estado reducido del NBT de color azul se disolvié en 120 pul de KOH 2 M y 140 pl de
DMSO. Las placas se leyeron en un espectrofotometro Multiskan™ (Thermo
Scientific®) a 620 nm cada 10 min durante 1 h, usando KOH y DMSO como blancos.

La actividad de la lisozima en el suero sanguineo y el moco cutaneo se midié basandose
en la capacidad de la lisozima para lisar la bacteria Micrococcus lysodeikiticus. El
protocolo empleado fue el descrito por Lange y col. (2001). Se extrajo sangre de la vena
caudal, se dejo desuerar 12 h a 4 °C y se centrifugé a 2000 x g durante 10 min. A
continuacion en una placa de 96 pocillos se afiadié en unos pocillos 100 pl del suero y
en otros 100 pl de cuatro diluciones seriadas dobles (1:5-1:40) en tampon fosfato salino.
Seguidamente a cada pocillo se afiadié 100 pl de una suspension con M. lysodeikticus
liofilizado (Sigma) resuspendido en PBS a una concentracion de 0,4 mg ml™. Como
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testigo positivo el suero se sustituyé por 1,6 pg ml? de lisozima de huevo blanco y
4 diluciones dobles de esta y como testigo negativo el suero se sustituyd por tampon
fosfato. La placa se incub6 a 20 °C durante 1 h y se mididé la densidad Optica
(Multiskan™ GO, Thermo Fisher Scientific) a 570 nm a los 0, 15, 30, 45 y 60 min.
Posteriormente se establecieron las unidades lisozima que se definen como la cantidad
de suero que es capaz de disminuir la densidad dptica de la muestra a 0,001 min™. Para
determinar la misma caracteristica en el moco cutdneo este se obtuvo mediante el
raspado de la superficie cutanea del pez con el borde de un portaobjetos estéril. El moco
se homogeneizd con PBS estéril y se centrifugd dos veces a 27 000 x g durante 15
minutos a 4 °C para eliminar particulas y restos celulares. La preparacion se hizo segun
Ellis (1990), para ello se homogeneiz6 con 4 partes (peso/volumen) de PBS 0,004 M, se
centrifug6 a 10 000 x g durante 10 minutos y se recogi6 el sobrenadante para llevar a
cabo la determinacion de la actividad de la lisozima del mismo modo que para el suero
sanguineo.

La determinacion de proteinas totales en el suero sanguineo y el moco cutaneo se
efectu6 empleando la absorbancia a 280 nm en un Nanodrop ND-1000 (Thermo
scientific). La estimacion de la concentracion de proteinas en una muestra empleando la
espectrofotometria se basa en que los enlaces peptidicos absorben a una longitud de
onda del espectro ultravioleta de 280 nm, incluso a bajas concentraciones, de manera
proporcional a su concentracion. Como testigos se emplearon muestras de albumina
sérica bovina (BSA) de concentracion conocida.

Para el analisis estadistico de los resultados de las distintas pruebas relacionadas con la
estimulacion del sistema inmunitario se usé el andlisis de la varianza (ANOVA) no
paramétrica de Krukall-Wallis para los datos en los que se obtuvo la mediana y los
rangos. Los datos continuos y los porcentajes se analizaron mediante el test de ANOVA
de una sola via. Los porcentajes se transformaron previamente en datos continuos
mediante el calculo de su arco-seno. Los datos se consideraron significativos cuando se
obtuvo una p < 0,05 (Pieters y col., 2008; Zar, 1984).

e 4.3.2.2. Produccidn de sider6foros

La produccion de sideréforos de LE89 y LE141 se determind segun Del Rio (2004)
empleando el medio agar CAS-HDTMA incubando a 20 °C y observando los cambios
de color en el medio a las 24 y 48 h. La deteccion mediante este método consiste en que
el compuesto formado por CAS-Fe (I1I)-HDTMA presenta un color azul y cuando
existe la presencia de sider6foros estos captan el Fe** provocando un cambio de color en
el medio del azul al amarillo.

Para la elaboracion del agar CAS-HDTMA se prepararon inicialmente 3 soluciones. La
CAS (0,00605 g de chromo-azurol S en 5 ml de agua destilada), la solucion de cloruro
ferrico (100 ul de HCI 1N, 0,02703 g de FeCls 6H20, completando hasta 100 ml con
agua destilada) y la solucion de HDTMA (0,00729 g de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio en 4 ml de agua destilada). Posteriormente se mezclan 5 ml de
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la solucién CAS con 1 ml de la solucion de cloruro férrico y se afiaden 4 ml de la
solucion de HDTMA. Esta mezcla se afiade lentamente a 90 ml de agar TSA y se
autoclava a 121 °C durante 15 min. Una vez atemperado finalmente se afiaden 100 pl de
una solucioén 0,1 M de 2,2-dipiridilo (Sigma) antes de dispensar el medio.

e 4.3.2.3. Sustancias inhibidoras de S. parasitica presentes en las celulas y
sobrenadantes de LE89 y LE141

Para la obtencién de las células bacterianas, LE89 y LE141 se sembraron por separado
en 3 ml de TSB incubando durante una noche a 20 °C; 500 pl de la suspensién
bacteriana se transfirieron a 250 ml de TSB incubando nuevamente a 20 °C en un
agitador orbital a 200 rpm hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento lo que
ocurrio aproximadamente a las 24 h. Este cultivo se centrifugé a 1000 x g durante
15 min para eliminar el sobrenadante, el pellet se resuspendié en suero fisiologico
estéril y se ajustd a una concentracion de 2 x 10° bacterias mI™ (4 x 10° bacterias ml*
para la inhibicion de la germinacion de los quistes) mediante lectura de la densidad
Optica a 540 nm (Multiskan™ GO, Thermo Fisher Scientific), equivalente a recuentos
previos realizados mediante la camara de Neubauer. Tomando la concentracion de
2 x 10° bacterias ml™ (4 x 10° bacterias ml™* para la inhibicion de la germinacion de los
quistes) como la inicial se efectuaron otras 5 diluciones seriadas 1:10 en suero
fisiologico estéril. De cada una de las diluciones bacterianas se obtuvieron tres
alicuotas, una que no se modificd y las otras dos que se trataron a 70 °C durante 1 hy
100 °C durante 5 min, respectivamente. Con cada una de las diluciones bacterianas se
comprobd la inhibicion de S. parasitica en medio liquido con cafiamén y la inhibicion
de la germinacion de los quistes.

Los sobrenadantes de LE89 y LE141 se prepararon segin Lategan y col. (2006). Cada
bacteria se sembr6 en 3 ml de TSB que se incubd a 20 °C durante una noche. De este
cultivo se tomd una alicuota de 250 pl que se transfirié a 200 ml de caldo TNPB y que
se incubd a 25 °C durante 36 h en un agitador orbital a 200 rpm. El cultivo obtenido se
centrifugo a 15 000 x g durante 20 min y el sobrenadante obtenido se paso a traves de
un filtro de 0,22 pm (Acrodisc®) para eliminar las posibles bacterias presentes en el
sobrenadante. Partiendo del sobrenadante inicial se efectuaron 3 diluciones dobles en
TNPB, cada una se dividid en tres fracciones y, como en el caso de las células, una no
se tratd, la segunda fue sometida a 70 °C durante una hora y la tercera a 100 °C durante
5 min. Como en el caso anterior se probd la inhibicidn frente a S. parasitica en medio
liquido con cafiamon y la inhibicion de la germinacion de los quistes.

Para la extraccion de los compuestos citoplasmaticos y los restos celulares de LE89 y
LE141 las bacterias se obtuvieron como se describe para la obtencion de células
bacterianas al comienzo de este apartado. La concentracion se ajustd a
2 x 10° bacterias ml. Se prepararon alicuotas de estos cultivos a las que se les afiadio
un tercio de su volumen en perlas de vidrio de 0,17 mm para su homogenizacion en un
homogeneizador FastPrep-24® aplicando 10 pulsos de 45 s cada uno. Seguidamente se
centrifugé a 1000 x g para separar el contenido citopldsmico de los restos celulares y
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estos Ultimos se resupendieron en suero fisioldgico estéril igual al volumen inicial de la
alicuota. Seguidamente se comprobo la inhibicion del crecimiento del micelio de
S. parasitica en cafiamon y de la germinacion de los quistes.

Con las células, sus componentes y los sobrenadantes se comprob6 la inhibicion de
S. parasitica en medio liquido con cafiamon utilizando placas de cultivo celular de
24 pocillos (Falcon®), poniendo en cada pocillo medio cafiamén con S. parasitica, 1 ml
de TSB y 1 ml de cada una de las diluciones de las bacterias. Para los sobrenadantes
tratados o no térmicamente y los contenidos citoplasmicos o restos celulares se
dispusieron 2 ml de estos y medio cafiamén colonizado. Todos los pocillos se
prepararon por duplicado y se establecieron controles positivos en los que se
sustituyeron las bacterias por 1 ml de suero fisioldgico, los sobrenadantes por 2 ml de
TNPB, y los contenidos citoplasmaticos o restos celulares por 2 ml de suero fisioldgico;
y controles negativos sustituyendo el cafiamén colonizado por uno sin S. parasitica.
Seguidamente se incub6 a 20 °C durante 3dias y se observo el crecimiento
macroscopico y microscopico del micelio con un microscopio invertido Nikon Diaphot.

Las pruebas de inhibicion de la germinacion de los quistes se realizaron de la misma
manera que la inhibicion del crecimiento del micelio en medio liquido afiadiendo 0,5 ml
de la dilucion bacteriana y sustituyendo el caflamon con micelio de S. parasitica por
0,5 ml de una suspension de zoosporas con una concentracion de 4 x 10* zoosporas ml*
y en el caso de los sobrenadantes y contenidos citoplasmaticos y restos celulares se
afiadieron 1 ml de estos y 1 ml de la misma concentracidon de zoosporas. Se prepararon
testigos positivos en los que se sustituyd la solucion bacteriana, restos celulares y
contenido citoplasmico por suero fisioldgico y los sobrenadantes por TNPB vy testigos
negativos en los que se afiadié agua de rio filtrada estéril en lugar de la suspension de
zoosporas.

Para el estudio de los compuestos de naturaleza proteica presentes en los sobrenadantes
se siguid la técnica utilizada por Lategan y col. (2006) empleando dos medios de
cultivo, TNPB tal como lo describen estos autores y TSB. Las proteinas presentes en los
sobrenadantes se sometieron a una precipitacion con sulfato aménico segin Wang y
Zhang (2017) con ligeras modificaciones, inicialmente con sulfato amonico al 80 % de
saturacion y una vez comprobada la actividad inhibitoria in vitro frente S. parasitica se
procedié con una precipitacion secuencial de las proteinas del sobrenadante con una
saturacion al 30, 45, 60 y 80 %. Todas las fracciones precipitadas se centrifugaron a
14000 x g durante 20 min y se desalaron para eliminar el sulfato amodnico
resuspendiéndolas en 2 ml de PBS y pasandolas a través de una minicolumna de
Sephadex G-21 (PD-10) previamente equilibrada con PBS (Rodriguez-Aparicio y col.,
1992). De cada eluido obtenido de las diferentes fracciones se comprob6 su capacidad
de inhibicién frente a S. parasitica in vitro (del micelio en cafiamén y la germinacion de
los quistes) y de aquellos que inhibieron se midi6 la concentracién de proteinas totales
mediante Nanodrop® ND-1000 v la técnica descrita por Bradford (1976). A su vez estos
eluidos se analizaron para conocer el nimero de proteinas presentes y estimar el peso
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molecular de las mismas. Esto se hizo segun la metodologia descrita por Laemmli
(1970) mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS) el gel de poliacrilamida se empled a una concentracion del 12 % y el gel
concentrador al 3 %, empleando unas condiciones de electroforesis a 200 V durante
75 min. El gel resultante de la electroforesis se tifid con Coomasie blue y el peso
molecular de las proteinas separadas se estimé a partir del marcador de proteinas de
bajo peso molecular (LMW-SDS, GE Healthcare). En el caso de LE89 se comprobo si
el eluido de la fraccion del 30 % de precipitacion presentaba sideroforos, lo que se hizo
afiadiendo 1 ml del eluido a 1 ml de medio CAS en el que se sustituyé el TSA por TSB.

=  4.3.3. Resultados

e 4.3.3.1. Estimulacion de la respuesta inmunitaria

Los resultados de los diferentes parametros analizados se presentan en los Cuadros 9 y
10.

Cuadro 9. Parametros de la respuesta inmunitaria innata en trucha arcoiris cuando se
administra Pseudomonas fluorescens LE89 en el agua. Los datos se representan como la
mediana (minimo: maximo)

Parametro (unidad) LES89 Testigo
Eritrocitos (x 10°%células ml?) 4,96 (3,83:7,00) 4,96 (1,75:7,67)
Leucocitos (x 107células ml?) 1,79 (6,67:2,83) 1,29 (0,58:2,42)
Linfocitos (%) 92 (68:100) 84 (67:100)
Neutrofilos (%) 8 (0:32) 12 (0:33)
Monocitos (%) 0 (0:8) 0 (0:4)

Actividad lisozima suero (U ml?) 7,75 (6,12:12,98)* 9,78 (4,30:17,87)
Actividad lisozima moco cutaneo (U ml) 10,96 (8,10:23,88) 13,17 (7,59:19,71)
Concentracion de proteinas en el suero (mg ml?) 35,53 (25,63:43,42)* 38,79 (37,76:44,28)
Concentracion de proteinas en el moco cutaneo (mg ml't) 40,79 (18,54:86,40) 43,67 (9,70:96,08)

* Valores que presentaron diferencias estadisticamente significativas

Cuadro 10. Parametros de la respuesta inmunitaria innata en trucha arcoiris cuando se
administra Pseudomonas fluorescens LE141 en el agua. Los datos se representan como la
mediana (minimo: maximo)

Parametro (unidades) LE141 Testigo
Eritrocitos (x 10°células ml?) 3,00 (1,42:4,67) 3,31 (1,25:6,42)
Leucocitos (x 107células mi) 1,13 (0,5:2,92) 1,62 (0,75:9,17)
Linfocitos (%6) 84 (64:96) 80 (64:92)
Neutrdfilos (%0) 12 (0:28) 16 (8:36)
Monocitos (%) 8 (0:12)* 0(0:8)

Actividad lisozima suero (U ml?) 9,75 (5,56:15,50)* 14,08 (9,70:29,51)
Actividad lisozima moco cutaneo (U mi) 51,07(16,19:65,31) 59,83 (23,47:80,14)
Concentracion de proteinas en el suero (mg ml?) 37,21(31,95:42,99)* 31,73 (9,60:37,31)
Concentracion de proteinas en el moco cutaneo (mg mlt)  46,08(29,36:111,40) 50,22(35,36:130,94)

* Valores que presentaron diferencias estadisticamente significativas

En los recuentos de eritrocitos y leucocitos no se observaron diferencias significativas
entre los peces tratados con las bacterias en el agua y los testigos.
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Dentro de las subpoblaciones leucocitarias los linfocitos se presentaron como la
subpoblacion leucocitaria mas abundante, y la administracion de las bacterias
probidticas no supuso diferencias significativas respecto a los testigos. Los neutrofilos
fueron la siguiente subpoblacién en cuanto a su cantidad, pero tampoco existieron
diferencias significativas respecto a los testigos. En el caso de los monocitos que
suponen la poblacion de leucocitos menos abundante se observaron diferencias
significativas en los peces tratados con LE141 respecto a los testigos.

Los resultados de la actividad fagocitaria de los macrofagos del pronefros se muestran
en las figuras 9 y 10. En el caso de LE89 no se encontraron diferencias significativas
con los testigos, pero con LE141 si las hubo.
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Figura 9. Actividad fagocitaria de los macréfagos del pronefros de trucha arcoiris a la que se
administré Pseudomonas fluorescens LE89 en el agua del tanque. Los datos se presentan como la
media de los porcentajes de tres réplicas experimentales (desviaciones <0,10 % no se representan)
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Figura 10. Actividad fagocitaria de los macréfagos del pronefros de trucha arcoiris a la que se
administré Pseudomonas fluorescens LE141 en el agua del tanque. Los datos se presentan como la
media de los porcentajes de tres réplicas experimentales (desviaciones <0,10 % no se representan)
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En la figura 11 se observa un macréfago del pronefros de trucha arcoiris tratada con
LE141 en el agua del tanque.

Figura 11. Macrofago de trucha arcoiris fagocitando bolitas de latex (tincion Diff-Quick)

Respecto a la explosion respiratoria de los macréfagos del pronefros las dos bacterias
presentaron valores menores que los testigos, aunque con ninguna se observo una
diferencia estadisticamente significativa (Fig. 12).
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Figura 12. Explosion respiratoria de los macrofagos del pronefros en trucha arcoiris a la
que se le administré Pseudomonas fluorescens LE89 o LE141 en el agua del tanque. Los
datos se presentan como la media + desviacién estandar de tres réplicas.

En cuanto a la actividad de la lisozima del suero sanguineo las diferencias respecto a los
testigos fueron significativas con las dos bacterias, pero en ambos casos los niveles de
actividad fueron mayores en los peces testigo que en los tratados con P. fluorescens
LE89 y LE141. Respecto a la actividad de la lisozima del moco cutaneo con ninguna de
las dos bacterias se obtuvieron diferencias significativas respecto a los testigos, aunque
los valores de estos en ambos casos fueron superiores a los de los peces tratados, como
ocurri6 con la lisozima del suero.

Sobre la concentracion de proteinas totales del suero en ambos casos se observaron
diferencias significativas (Cuadros 9 y 10). Con LE89 los peces testigo presentaron
concentraciones superiores a los peces tratados, mientras que por el contrario con
LE141 se vio un incremento significativo en los tratados respecto a los testigos.

56



Respecto a la concentracion de proteinas totales en el moco cutaneo, con las dos
bacterias se vieron concentraciones superiores en las truchas testigo, pero las diferencias
no fueron significativas con respecto a las tratadas con LE89 o LE141.

e 4.3.3.2. Produccion de sideréforos

Los cultivos en agar CAS demostraron que tanto LE89 como LE141 producen
siderdéforos. Con ambas bacterias se observé el cambio de la coloracion del medio CAS,
de azul a amarillo, en las primeras 24 h de incubacion (Fig. 13).

Figura 13. Produccion de sider6foros por Pseudomonas fluorescens LE89 y LE141
en el medio CAS

e 4.3.3.3. Sustancias inhibidoras de S. parasitica presentes en las células y
sobrenadantes de LE89 y LE141

Las células de LE89 y LE141 sin ningun tipo de tratamiento térmico dieron un nivel
alto de inhibicion tanto del crecimiento del micelio en cafiamon como de la germinacion
de los quistes de S. parasitica. En este sentido se considero inhibicion alta la ausencia
total de crecimiento en la primera dilucién a los tres dias de incubacion a 20 °C y baja
cuando se presentd crecimiento macroscopico parcial del micelio en la misma dilucion
(Carbajal-Gonzélez, 2013). Cuando las células se sometieron al tratamiento térmico de
70 °C durante 1 h o de 100 °C durante 5 min, ninguna de las bacterias inhibi6 el
crecimiento del micelio ni la germinacion de los quistes.

Los sobrenadantes sin tratamiento térmico de ambas bacterias produjeron una inhibicion
baja tanto en el crecimiento del micelio como en la germinacion de los quistes. Por el
contrario, cuando los sobrenadantes se sometieron al tratamiento térmico el efecto
inhibitorio desaparecio (Cuadros 11y 12).

En cuanto a los compuestos presentes en los restos celulares y el contenido
citoplasmatico de las células bacterianas ninguno de ellos controld el crecimiento del
micelio en cafiamoén en medio liquido ni la germinacion de los quistes de S. parasitica,
ni en los componentes de forma nativa ni en los tratados con altas temperaturas.
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El eluido de la precipitacion de las proteinas del sobrenadante del cultivo obtenidas con
una saturacion del 80 % de sulfato amoénico proporciond una inhibicion alta del
desarrollo del micelio y de la germinacién de los quistes. A su vez las fracciones
proteicas obtenidas por una precipitacion a una saturacion del 30 % del sobrenadante de
LE89 y la comprendida entre el 45y 60 % de LE141 produjeron una alta inhibicion del
desarrollo del micelio de S. parasitica y de la germinacion de sus quistes. La
concentracion de proteinas totales en el eluido obtenido del sobrenadante fue de 0,21 +
0,02 mg ml** para LE89 y 0,12 + 0,01 mg mlI* para LE141.

Respecto a la electroforesis, la fraccion correspondiente al 45-60 % de LE141 mostrd
una Unica banda peptidica (Fig. 14), cuyo peso molecular se estimé aproximadamente
en unos 66,0 kDa; este péptido seria el responsable de la inhibiciéon de S. parasitica
cuando se emplea sobrenadante. En el caso de LE89 no se observé ningln péptido a
pesar de obtener concentraciones de proteina mayores en la fraccion analizada,
posiblemente debido a que las proteinas presentes en esta fraccion son de bajo peso
molecular y la sensibilidad de la técnica no permite su visualizacion. Al intentar detectar
si el tipo de péptido presente en el eluido de esa fraccion se correspondia con siderofos,
se observ6 un cambio de coloracion en el medio CAS caldo a los pocos minutos, lo que
indica que los sider6foros presentes en el eluido captan el hierro en su estado reducido
produciendo un viraje del color azul del medio a amarillento (Fig. 15).

| kDa

|-116.0

— - 56.2

|- 450

S 35.0

Figura 14. Péptido presente en la fraccion del 45-60 % de precipitacién protéica del
sobrenadante de LE141 (gel de poliacrilamida)

Figura 15. Cambio de color en el medio CAS, que indica la presencia de siderdforos, al
afadir el eluido de la fracciéon protéica del 30 % de LE89 que inhibe a S. parasitica
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Cuadro 11. Resultados de las pruebas de inhibicion del crecimiento del micelio de Saprolegnia parasitica en cafiamon utilizando Pseudomonas fluorescens LE89 y LE141

Bacteria Actividad inhibitoria de las células Actividad inhibitoria del Actividad inhibitoria de la membrana Actividad inhibitoria del contenido
sobrenadante celular citoplasmatico de las células

sin Tratamiento Tratamiento sin Tratamiento Tratamiento sin Tratamiento Tratamiento Sin Tratamiento Tratamiento

; 70°C 100°C - 70°C 100°C - 70°C 100°C - 70°C 100°C

tratamiento 1h 5 min. tratamiento ih 5 min. tratamiento 1h 5 min. tratamiento 1h 5 min.

Pﬁiﬁggﬁgz‘s Alta (20)} Sin efecto Sin efecto Baia? Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
LES9 inhibitorio inhibitorio J inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio
PfsleUdomonaS Alta (20)! Sin efecto Sin efecto Baia? Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
Uflrzelsﬁns inhibitorio inhibitorio J inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio

! Inhibicion alta indica ausencia total de crecimiento de S. parasitica en la primera dilucion a los tres dias. Entre paréntesis el nimero minimo de células que produce inhibicion
2Inhibicion baja indica una inhibicion parcial del crecimiento macroscopico en la primera dilucion

Cuadro 12. Resultados de las pruebas de inhibicién de la germinacién de los quistes de Saprolegnia parasitica utilizando Pseudomonas fluorescens LE89 y LE141

Bacteria Actividad inhibitoria de las células Actividad inhibitoria del Actividad inhibitoria de la membrana Actividad inhibitoria del contenido
sobrenadante celular citoplasmatico de las células

Sin Tratamiento Tratamiento Sin Tratamiento Tratamiento Sin Tratamiento Tratamiento Sin Tratamiento Tratamiento

tratamiento 70°C 100°C tratamiento 70°C 100°C tratamiento 70°C 100°C tratamiento 70°C 100°C

1h 5 min. 1h 5 min. 1h 5 min. 1h 5 min.

Pfsleudomonas Alta (20)! Sin efecto Sin efecto Baia? Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
Uirég‘éens inhibitorio  inhibitorio J inhibitorio inhibitorio _ inhibitorio inhibitorio inhibitorio ~inhibitorio  inhibitorio inhibitorio
Pfsleudomonas Alta (20)} Sin efecto Sin efecto Baia? Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto Sin efecto
“g;fﬁ”s inhibitorio  inhibitorio J inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio inhibitorio  inhibitorio inhibitorio

! Inhibicion alta indica ausencia total de crecimiento de S. parasitica en la primera dilucion a los tres dias. Entre paréntesis el nimero minimo de células que produce inhibicion-
2nhibicion baja indica una inhibicion parcial del crecimiento macroscopico en la primera dilucion



= 4.3.4. Discusion

La accion de LE89 y LE141 frente a S. parasitica mediante la estimulacion de la
respuesta inmunitaria inespecifica parece poco probable, puesto que nuestros resultados
de estimulacion son contradictorios en funcion de los pardmetros analizados, en parte
debido a la gran variabilidad individual en los peces. Solo es destacable el aumento de
monocitos, de la capacidad fagocitaria de los macrofagos y de la concentracion de
proteinas séricas con LE141. Nuestros resultados difieren de los obtenidos por Giri y
col. (2012), que administrando una bacteria del género Pseudomonas observaron un
incremento en la actividad lisozima, la explosién respiratoria y la actividad fagocitaria
en Labeo rohita, si bien administraron el probiético con el pienso. Sin embargo los
datos obtenidos por Korkea-aho y col. (2011) al administrar Pseudomonas sp. M174 en
el pienso, no evidenciaron inmunoestimulacion en los recuentos de células sanguineas,
explosion respiratoria de los macrofagos, actividad fagocitaria y actividad lisozima en
suero y moco intestinal, a pesar de prevenir la flavobacteriosis en trucha arcoiris.

Salinas y col. (2006) sugieren que la administracion de bacterias obtenidas de las
superficies del mismo tipo de pez en el que se emplean no provoca una fuerte reaccién
del sistema inmunitario al estar presentes de forma habitual en su ambiente. Ello
coincide con la poca estimulacion producida por LE89 y LE141 las cuales proceden de
la superficie cutanea de trucha comun y trucha arcoiris.

La estimulacion de parametros como la actividad de la lisozima en el moco cutaneo no
produciria gran efecto en la prevencion de la saprolegniosis, porque Saprolegnia parece
evitar la accion de ciertas moléculas con actividad antimicrobiana presentes en el moco
cutaneo (lisozima e inmunoglobulinas), ya que segun Pickering (1994) en la préactica no
existen evidencias de que estas sustancias tengan un efecto protector frente a este tipo
de infeccidn en los peces.

Sin embargo la estimulacién de la actividad fagocitaria de los macréfagos en el caso de
LE141 podria presentar algln efecto, ya que Bly y col. (1994) describieron en pez gato
(Ictalurus punctatus) que la respuesta inmunitaria de tipo celular frente a S. parasitica
es eficaz cuando las hifas son destruidas por macréfagos activados fusionados en lo que
se conoce como células gigantes multinucleadas, pero los resultados no serian
comparables a los de una infecciobn en la naturaleza debido a que inyectan
intramuscularmente hifas de S. parasitica.

Otro de los métodos de accion descrito en probidticos es la exclusién competitiva por la
ocupacion de sitios de union de los patdgenos, asi P. fluorescens LE141 ha demostrado
su adhesion al moco cutaneo de trucha, impidiendo la fijacion de los quistes de
Saprolegnia parasitica, como qued6 comprobado por Carbajal-Gonzalez (2013). Segun
su estudio cantidades iguales o superiores a 2,5 x 10* bacterias reducia de forma
significativa la adhesion de los quistes de S. parasitica al moco cutaneo de macho de
trucha comdn (Salmo trutta).
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Dentro de la exclusion competitiva esta puede tener lugar por la captacion por parte del
probidtico de nutrientes necesarios para el desarrollo del agente patégeno.

La disponibilidad de hierro es un factor limitante para el crecimiento de los
microorganismos (Dreschsel y Jung, 1998). Varios autores han descrito como
mecanismo de accion del género Pseudomonas la competicion con otros
microorganismos mediante la reduccion del hierro a través de la produccion de
sideroforos (Smith y Davey, 1993; Gram y col., 1999; 2001, y Korkea-aho, 2011).
Matthijs y col. (2007) demostraron la presencia de dos tipos diferentes de siderdforos en
Pseudomonas fluorescens ATCC 17400, una pioverdina y una quinilobactina asociadas
al efecto antifingico de esta bacteria frente a un oomiceto del género Pythium.

Smith y Davey (1993) consideraron que la competicion por el hierro libre presente en el
medio era responsable de la inhibicion de Aeromonas salmonicida por parte de tres
pseudomonas fluorescentes aisladas del moco cutaneo y las branquias de Salmo trutta.
Dentro de esas tres bacterias Pseudomonas fluorescens F19/3 fue la que redujo con
mayor eficiencia la furunculosis en Salmo salar al afiadirla al agua por lo que sugirieron
que el modo de accion de este probiotico es la exclusion de Aeromonas salmonicida de
la superficie externa del pez.

En nuestro caso tanto Pseudomonas fluorescens LE89 como Pseudomonas fluorescens
LE141 produjeron siderdforos, lo que concuerda con lo dicho por los autores citados
anteriormente, lo que sugiere que puede ser uno de los mecanismos que explicarian la
accion inhibitoria de estas bacterias sobre Saprolegnia parasitica.

Cuando se realizo la inhibicion del crecimiento del micelio y la germinacion de los
quistes de S. parasitica empleando células y sobrenadantes o los mismos inactivados
por calor, nuestros resultados con células y sobrenadantes sin inactivar coincidieron con
los resultados obtenidos por Carbajal-Gonzalez y col. (2013) en los que observé que las
células y sobrenadantes no tratados con calor inhibian a S. parasitica.

La ausencia de actividad inhibitoria de LE89 y LE141 in vitro, tanto de las células como
de los sobrenadantes cuando son sometidos a elevadas temperaturas, indica que la
sustancia 0 sustancias responsables de la inhibicion presenta una composicion de
caracter proteico. Comparando estos resultados con los de deteccion de siderdéforos de
este trabajo y los obtenidos por otros autores, uno de los mecanismos que producirian la
inhibicidn seria la produccion de siderdforos, cuya estructura es la de un péptido no
ribosomal que por tanto seria desnaturalizado al ser sometido a elevadas temperaturas,
perdiendo su funcion y por tanto su capacidad inhibitoria.

Al analizar las sustancias de caracter proteico presentes en los sobrenadantes se observo
que en LEB89 las proteinas presentes con actividad inhibitoria podrian ser sideréforos y
en LE141 ademas de los sideroforos deberia estudiarse con mayor profundidad una
proteina de unos 66 kDa presente en la fraccion responsable de la inhibicion. Al igual
que nuestros resultados para LE141 Wang y Zhang. (2017) han aislado una Unica banda
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en la electroforesis en gel de poliacrilamida, que se corresponde con un péptido de unos
58 kDa procedente del sobrenadante de la ruptura celular de Pseudomonas protegens;
estos autores ademas han comprobado que el péptido purificado produce inhibicion in
vitro de la germinacion de los quistes de S. parasitica y que esta inhibicion desaparece
cuando el péptido es sometido a temperaturas superiores a 50 °C.

Diversos estudios sobre el modo de accién probidtica de Pseudomonas sp. han descrito
la produccion de proteinas con variada naturaleza y efectos.

Se ha descrito la presencia de un lipopéptido surfactante con efecto sobre Saprolegnia
spp. (Liu y col., 2015), asi como otros lipopéptidos capaces de actuar frente a otros
oomicetos patdgenos para plantas, los cuales provocan que las hifas se hinchen y se
quiebren, ocasionando lisis e inhibicion de la germinacion de los quistes (de Bruijn y
col., 2007; 2008; Van de Mortel y col., 2009).

Bly y col. (1997) asociaron la accion de P. fluorescens frente a S. parasitica a la accion
de una hidrolasa de gelatina; pero sugirieron que esa actividad también podria deberse a
la accion de una celulasa, cuya produccién por parte de algunas cepas de P. fluorescens
fue descrita por Yamane y Suzuki (1988). Bly y col (1997) consideraron que el efecto
de hidrdlisis sobre la celulosa de la pared celular de S. parasitica seria la responsable
del efecto inhibitorio, pero estudios posteriores de estos autores empleando celulasa
frente a S. parasitica in vitro no encontraron evidencias de inhibicion por parte de la
enzima.

También se han descrito otras compuestos producidos por P. fluorescens con posible
efecto frente a microorganismos como sustancias con efecto antibiético (Takemoto y
col., 1995, Gurusiddaiah y col., 1986) y cianida (Askeland y Morrison, 1983).
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5.1. Inhibicion del crecimiento in vitro de Saprolegnia
parasitica por Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus
fluvialis L21 y Lactobacillus plantarum CLFP3

= 5.1.1. Introduccion

En este capitulo se utilizan tres bacterias, Enterococcus gallinarum, Vagococcus
fluvialis y Lactobacillus plantarum que han demostrado su eficacia, tanto in vitro
como in vivo, frente a Vibrio anguillarum y Lactococcus garvieae. Estas bacterias
fueron cedidas por investigadores de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
y la Universidad de Zaragoza.

El objetivo es investigar si estas bacterias probioticas inhiben el crecimiento de
Saprolegnia parasitica in vitro, si son de utilidad en el control bioldgico de la
saprolegniosis y, en este supuesto, si el efecto inhibitorio se debe a alguna sustancia
extracelular producida por estas bacterias.

= 5.1.2. Material y métodos

e 5.1.2.1. Bacterias y S. parasitica

Se emplearon tres bacterias cedidas por otros investigadores: Enterococcus
gallinarum L1 aislada de moco intestinal de dorada (Sparus aurata) y Vagococcus
fluvialis L21 obtenida del moco intestinal de lenguado (Solea solea); las dos
bacterias son capaces de disminuir las tasas de infeccion por
Vibrio anguillarum 975-1 en lubina (Dicentrarchus labrax) al administrarlas con el
pienso durante 20 dias (Sorroza y col.,, 2012; 2013). También se utilizd
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum CLFP3 que procede de moco cutaneo de
trucha arcoiris; esta bacteria disminuye la mortalidad de trucha arcoiris en la
lactococosis por Lactococcus garvieae CLFPLG-1 cuando se administra en el pienso
durante 36 dias (Pérez-Sanchez y col., 2011a; 2011b).

Tanto en las pruebas in vitro como en las infecciones experimentales se utilizo
Saprolegnia parasitica TRU 12.

e 5.1.2.2. Inhibicion del crecimiento del micelio de S. parasitica en medio
solido

Se empleo la metodologia descrita por Hussein y Hatai (2001). La bacteria se sembré
en placas de agar BHI trazando dos lineas paralelas de 3 cm de longitud separadas
entre si por el mismo espacio, cultivando a 20 °C durante de 3, 5, y 7 dias y
preparando placas por duplicado para cada uno de los tres tiempos de incubacion.
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Tras incubar la bacteria, entre las dos estrias de siembra se deposité una porcion de
agar GP de 3 mm de diametro colonizado por S. parasitica. Como testigo se
preparar6 una placa de agar BHI sin la bacteria, a la que posteriormente se le afiadio
la porcion de agar GP con S. parasitica. Seguidamente estas placas se incubaron
nuevamente a 20 °C durante 3 dias, momento en el que se realizd la medicion del
diametro alcanzado por la colonia de S. parasitica.

e 5.1.2.3. Inhibicién del crecimiento de S. parasitica en cafiamon

La prueba se hizo segun Carbajal-Gonzalez y col. (2011), cada bacteria se cultivo en
3 ml de caldo BHI 0 MRS (cepa CLFP3) a 20 °C durante toda la noche. Después se
tomo una alicuota de 500 ul que se inoculé en 25 ml en el mismo medio de cultivo y
se incubd nuevamente a 20 °C en agitacion (200 rpm) hasta alcanzar la fase
exponencial de crecimiento (~24 h). Cada una de las suspensiones bacterianas se
centrifugd a 1000 x g durante 15 min, el pellet resultante se lavd 2 veces con suero
fisiolégico estéril. La concentracién bacteriana se ajustd en suero fisioldgico a
2 x 10° bacterias ml. A partir de esta concentracion bacteriana establecida como
inicial se efectuaron 4 diluciones decimales. Los cafiamones colonizados por
S. parasitica TRU12 se obtuvieron como se describe en material y métodos
generales. El resto del procedimiento se llevo a cabo como en el apartado 4.3.2.3.,
pero empleando caldo BHI en lugar de TSB.

e 5.1.2.4. Inhibicion de la germinacion de los quistes de S. parasitica

Nuevamente se empled la metodologia de Carbajal-Gonzélez y col. (2011). Las
bacterias se sembraron como se describe en el apartado anterior y el resto del proceso
se describe nuevamente en el apartado 4.3.2.3. sustituyendo nuevamente el TSB por
caldo BHI.

e 5.1.2.5. Accion fungicida de las bacterias

Se prepararon 3 placas de 24 pocillos (Falcon) con cada bacteria del mismo modo
gue se describe en el apartado 5.1.2.3, sequidamente los cafiamones gque presentaron
crecimiento de S. parasitica se eliminaron y los que no tenian crecimiento se lavaron
tres veces en frascos con 10 ml de agua destilada estéril, depositandose a
continuacion cada uno de los cafiamones en una placa de Petri con 20 ml de agua de
rio filtrada estéril con estreptomicina (2 x 10> mg L) y penicilina (2 x 10° Ul L?).
Como testigos se emplearon placas de Petri con agua de rio sin los antibioticos, asi
como placas con agua de rio, antibioticos y un caflamon con S. parasitica pero que
no habia sido puesto en contacto con la bacteria. Las placas se incubaron a 20 °C
durante 20 dias, examinandose diariamente para comprobar si existia crecimiento del
micelio en el cafiamon. Si a los 20 dias no se observd crecimiento miceliar se
considerd que la bacteria tenia accion fungicida. Para evitar falsos positivos por la
presencia de bacterias en el agua, a las 24 h de incubacion se sembraron alicuotas de
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100 pl de agua en BHI, repitiéndose toda la prueba cuando hubo crecimiento
bacteriano.

e 5.1.2.6. Inhibicién del crecimiento miceliar y de la germinacion de los quistes
de S. parasitica utilizando los sobrenadantes bacterianos

Los sobrenadantes se obtuvieron segun Lategan y col. (2006) y con ellos se efectud
la inhibicion del crecimiento del micelio en cafiamon y la inhibicién de la
germinacién de los quistes como se describe en el apartado 4.3.2.3.

= 5.1.3. Resultados

e 5.1.3.1. Inhibicion del crecimiento de S. parasitica en medio sélido

Las tres bacterias mostraron una mayor capacidad de inhibicion del crecimiento del
micelio cuando S. parasitica se sembro en las placas de BHI que contenian un
cultivo de la bacteria de 7 dias (Cuadro 13). L. plantarum CLFP3 fue la que mostrd
mayor actividad fungistatica puesto que ya se observo con un cultivo de la bacteria
de 3 dias (Fig. 16).

Cuadro 13. Media (n=2) del diametro (cm) de la colonia de Saprolegnia parasitica tras cultivar
3 dias a 20 °C en una placa de agar BHI con un cultivo bacteriano de 3, 5 0 7 dias

Media de diametro de la colonia de Saprolegnia parasitica

Tiempo de Enterococcus Vagococcus Lactobacillus  Testigo
cultivo previo  gallinarum fluvialis plantarum

de la bacteria L1 L21 CLFP 3

3 dias 4,25 cm 5,45 cm Ocm 5,70 cm
5 dias 3,46 cm 2,90 cm 0cm 5,17 cm
7 dias Ocm 2,35cm Ocm 5,65 cm

Figura 16. Inhibicion de Saprolegnia parasitica por Lactobacillus plantarum CLFP3 en agar BHI

tras cultivar 3 dias a 20 °C: a) inhibicién del crecimiento en una placa en la que previamente se
cultivé la bacteria durante 7 dias; b) testigo sin presencia de la bacteria
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e 5.1.3.2. Inhibici6n del crecimiento de S. parasitica en cafiamon

Tanto E. gallinarum L1 como V. fluvialis L21 inhibieron parcialmente el crecimiento
del micelio de S. parasitica con la dilucion que contenia 2 x 10 bacterias ml™y con
concentraciones superiores, por el contrario L. plantarum CLFP3 no inhibio el
crecimiento del micelio con ninguna de las concentraciones empleadas (Fig. 17 y
18).

2x10* 2x10°2x102 2x 10!

)

Figura 17. Inhibicion del crecimiento miceliar de Saprolegnia parasitica en cafiamén utilizando
varias diluciones de Enterococcus gallinarum L1 y Vagococcus fluvialis L21

2x 1052 x 10% 2x 10° 2x 102 2 x 10!

T

CLFP3

cLep3f

Figura 18. Inhibicion del crecimiento miceliar de Saprolegnia parasitica en cafiamon utilizando
varias diluciones de Lactobacillus plantarum CLFP3
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e 5.1.3.3. Inhibicion de la germinacidn de los quistes de S. parasitica

E. gallinarum L1 y V. fluvialis L21 inhibieron la germinacion de los quistes a
concentraciones superiores a 4 x 10° bacterias ml™. En cuanto a L. plantarum CLFP3
solo control6 la germinacion con la concentracion bacteriana mas elevada de 4 x 10°

ml? (Fig. 19 y 20).

Figura 19. Inhibicién de la germinacion de los quistes de Saprolegnia parasitica utilizando
varias diluciones de Enterococcus gallinarum L1 y Vagococcus fluvialis L21

Figura 20. Inhibicién de la germinacion de los quistes de Saprolegnia parasitica utilizando
varias diluciones de Lactobacillus plantarum CLFP3
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e 5.1.3.4. Accion fungicida de las bacterias

El efecto fungicida de las diferentes concentraciones y tiempos de incubacion de las
tres bacterias se muestra en el Cuadro 14 (a las 24 h), Cuadro 15 (a las 48 h) y
Cuadro 16 (a las 72 h). El efecto letal sobre el micelio se consiguié a menores
concentraciones bacterianas a medida que se incrementaba el tiempo de incubacion.
V. fluvialis fue la bacteria que presenté un mayor efecto fungicida. En los casos en
los que no hubo crecimiento en el pocillo pero si en las placas con agua y
antibioticos dicho crecimiento fue atrofico y sin desarrollo de zoosporangios.
Cuadro 14. Accidn fungicida de diferentes concentraciones de Enterococcus gallinarum L1,

Vagococcus fluvialis L21 y Lactobacillus plantarum CLFP3 sobre el micelio de S. parasitica cuando
se incuba a 20 °C durante 24 horas

Bacteria (concentracion) Efecto fungicida
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10° bacterias mlt) Si
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10° bacterias mlt) Si
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10* bacterias mlt) No
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10* bacterias mlt) No
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 103 bacterias mlt) No
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 103 bacterias ml%) No
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 102 bacterias mlt) No
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 102 bacterias mlt) No
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10! bacterias mlt) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias mlt) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10* bacterias ml) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10* bacterias ml) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml-) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml-) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 102 bacterias ml-) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 102 bacterias ml-) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10 bacterias mlt) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10 bacterias ml) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10° bacterias ml?) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10° bacterias ml?) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10* bacterias ml%) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10* bacterias ml%) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 103 bacterias ml%) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 103 bacterias ml%) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 102 bacterias ml) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 102 bacterias ml%) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10! bacterias ml%) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10 bacterias ml%) No
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Cuadro 15. Accidn fungicida de diferentes concentraciones de Enterococcus gallinarum L1,
Vagococcus fluvialis L21 y Lactobacillus plantarum CLFP3 sobre el micelio de S. parasitica cuando
se incuba a 20 °C durante 48 horas

Bacteria (concentracion) Efecto fungicida
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10° bacterias mlt) Si
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10° bacterias mlt) Si
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10* bacterias mlt) No
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10* bacterias mlt) No
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 103 bacterias mlt) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml-1) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml™) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10* bacterias ml-1) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10* bacterias ml) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml-) Si
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10° bacterias ml?) Si
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10° bacterias ml?) Si
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10 bacterias ml?) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10 bacterias ml?) No
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 102 bacterias ml?) No

Cuadro 16. Accidn fungicida de diferentes concentraciones de Enterococcus gallinarum L1,
Vagococcus fluvialis L21 y Lactobacillus plantarum CLFP3 sobre el micelio de S. parasitica cuando
se incuba a 20 °C durante 72 horas

Bacteria (concentracion) Efecto fungicida
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10° bacterias ml) Si
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10° bacterias ml) Si
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10* bacterias ml) Si
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 10* bacterias ml) Si
Enterococcus gallinarum L1 (2 x 102 bacterias ml) No
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10* bacterias ml) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10* bacterias mlt) Si
Vagococcus fluvialis L21 (2 x 10° bacterias ml-) Si
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10° bacterias ml?) Si
Lactobacillus plantarum CLFP3 (2 x 10° bacterias ml?) Si
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e 5.1.3.5. Inhibicién del crecimiento miceliar y de la germinacion de los quistes
de S. parasitica utilizando los sobrenadantes bacterianos

El sobrenadante de E. gallinarum y su primera dilucion doble inhibieron totalmente
el desarrollo miceliar de S. parasitica, mientras el resto de las diluciones no
impidieron su crecimiento. En el caso de de V. fluvialis y L. plantarum solo los
sobrenadantes sin diluir impidieron el desarrollo del micelio, pero no asi las diversas
diluciones (Fig. 21).

Figura 21. Inhibicion del crecimiento miceliar de Saprolegnia parasitica en cafiamén utilizando
varias diluciones de los sobrenadantes del cultivo de Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus
fluvialis L21 y Lactobacillus plantarum CLFP3
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Respecto a la inhibicion de la germinacion de los quistes de S. parasitica, ninguno de
los sobrenadantes de las tres bacterias fue inhibidor (Fig. 22).

Figura 22. Inhibicidn de la germinacion de los quistes de Saprolegnia parasitica utilizando
varias diluciones de los sobrenadantes del cultivo Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus
fluvialis L21 y Lactobacillus plantarum CLFP3

= 5.1.4. Discusion

Las tres bacterias inhibieron el crecimiento de S. parasitica en medio solido siendo la
inhibicion més acusada en el caso de L. plantarum CLFP3, ya que aparecié desde los
tres dias de incubacion de la bacteria. A su vez la mayor inhibicion de E. gallinarum
y V. fluvialis fue con los cultivos bacterianos que ya tenian previamente 7 dias de
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crecimiento, por lo que esta inhibicién podria deberse a la difusion en el medio de
alguna sustancia bacteriana con capacidad antifungica o a que la bacteria utiliza
nutrientes esenciales para el desarrollo de S. parasitica. Nuestros resultados
coinciden con los obtenidos por Hussein y Hatai (2001), aunque ellos encontraron
diferencias segun el medio de cultivo empleado, cuando utilizaron agar BHI la
inhibicidn fue mayor cuando emplearon tiempos mayores de incubacion.

Respecto a la inhibicion de S. parasitica en cultivo liquido con cafiamén,
E. gallinarum y V. fluvialis, que proceden de peces marinos, evitaron el crecimiento
miceliar, mientras que L. plantarum fue incapaz de controlarlo. Sin embargo las tres
bacterias inhibieron la germinacion de los quistes, aunque L. plantarum precisé de
concentraciones mayores. Estos datos coinciden con los obtenidos por Bly y col.
(1997) en los que pequefias cantidades de diferentes bacterias del género
Pseudomonas impidieron la germinacion de los quistes. La inhibicién de la
germinacion de los quistes in vitro podria indicar que estas bacterias dificultarian la
germinacion en la superficie externa del pez, ayudando por tanto a controlar la
infeccion por S. parasitica.

L1 y L21 necesitaron concentraciones menores para evitar la germinaciéon de los
quistes (2 x 10% bacterias mI™) que para inhibir el crecimiento del micelio en el
cafiamén (2 x 10* bacterias ml™?). Estos datos concuerdan con los obtenidos por
Carbajal-Gonzalez (2013) que en su trabajo sugiere que la necesidad de
concentraciones de bacterias menores para inhibir los quistes seria debido a que en el
cafiamon ya preexiste un talo de hifas, mientras que los quistes tienen que germinar y
formar el micelio.

La obtencion de una mayor inhibicién cuando se emplea la inhibicién en medio
liquido indicaria que la accion de la bacteria se deberia a la produccion de sustancias
extracelulares, mientras que cuando esta inhibicion es mas acusada en medio sélido,
como ocurre con L. plantarum, esta se deberia a otros mecanismos como la
competicion por los nutrientes del medio.

E. gallinarum y V. fluvialis fueron fungicidas para S. parasitica en los cultivos de
24 horas y a medida que aumentd el tiempo de incubacion a 48-72 horas también fue
fungicida L. plantarum. Este efecto fungicida es de interés puesto que las tres
bacterias serian capaces de inactivar a S. parasitica y ayudar al control de la
infeccion actuado no solo como fungistéaticos.

Ninguno de los sobrenadantes de las tres bacterias inhibié la germinaciéon de los
quistes de S. parasitica, coincidiendo con los datos de Bly y col. (2011), pero en
nuestro caso los sobrenadantes si detuvieron el crecimiento del micelio preexistente
en el cafiamon. La mayor inhibicion cuando se emplea E. gallinarum podria deberse
a que esta bacteria produce acido lactico y aceético, asi como pequefias cantidades de
etanol (Sorroza, 2012).
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5.2. Adhesion de Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus
fluvialis L21 y Lactobacillus plantarum CLFP3 al moco
cutaneo de trucha comdn e inhibicion de la adhesion de los
quistes de Saprolegnia parasitica

= 5.2.1. Introduccion

Uno de los mecanismos de accion descrito en los probioticos es la exclusion
competitiva de los microorganismos patdgenos en el hospedador (Vine y col., 2004b;
Chabrillén y col., 2005; Balcazar, 2007). En consecuencia se planted el comprobar si
las bacterias utilizadas en este estudio se adherian al moco cutaneo de trucha, y si
ello dificultaba la adhesién de los quistes de S. parasitica en condiciones de
exclusion, competicion y desplazamiento.

= 5.2.2. Material y métodos

e 5.2.2.1. Bacterias y quistes de S. parasitica

Se emplearon las tres bacterias descritas en el apartado 5.1.2.1. E. gallinarum y
V. fluvialis se incubaron en caldo BHI y L. plantarum en caldo MRS, todas a 20 °C
durante 24 h en un agitador orbital Khuner® a 120 rpm. Los cultivos se centrifugaron
a 10 500 x g durante 10 min, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en
suero fisioldgico estéril. Seguidamente se ajustdé la concentracion bacteriana a
10° bacterias ml? y tomando esta concentracion como la inicial se efectuaron
3 diluciones 1:10 en suero fisiologico estéril. Para las pruebas de adhesion de las
bacterias al moco cutaneo, estas se tifieron con el colorante fluorescente para acidos
nucleicos Syto 9% (Invitrogen™) segiin Van der Marel y col. (2008) y Carbajal-
Gonzalez y col. (2013), empleando 1 pl de colorante por 10° bacterias y
centrifugando posteriormente para eliminar los restos de colorante a 10 500 x g, 10
min; y afladiendo nuevamente 1 ml de suero fisioldgico para resuspenderlas.

Para las pruebas de competicion, exclusion y desplazamiento se emplearon quistes de
S. parasitica TRU12, ajustando la concentracion de zoosporas a 10° ml™* tal como se
describe en el apartado 3.1. Posteriormente los quistes se tifiieron con Syto 9®
(Invitrogen™) a una concentracion de 1 pl de colorante por cada 10° quistes ml?,
seguidamente la suspension de quistes tefiidos se centrifugd para eliminar los restos
de colorante (18 500 x g, 20 min) y se resuspendieron en 1 ml de suero fisioldgico
estéril (Carbajal-Gonzélez y col., 2013) (Fig. 23).
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Figura 23. Quistes de Saprolegnia parasitica tefiidos con Syto 9%, recuento en cAmara de Neubauer
(2100x)

e 5.2.2.2. Obtencion del moco cutaneo y tapizado de las placas

El moco se recolectd de ejemplares macho y hembra de trucha comun (Salmo trutta)
de 196,7 + 39,5 g procedentes del Centro piscicola de Vegas del Condado (Junta de
Castilla y Leon), siguiendo la misma metodologia ya descrita en el apartado
4.2.2.1.3.

Se tapizaron placas de poliestireno de 96 pocillos de color negro (Costar®). Para las
pruebas de adhesion de las bacterias al moco se prepararon pocillos con 25 pl de
moco cutaneo de trucha macho, de trucha hembra, moco géstrico de cerdo (Mucin
from porcine stomach, Type Il, Sigma) y albdmina sérica bovina (Sigma), todos ellos
con una concentracion de proteinas de 0,05 mg ml?. Posteriormente a todos los
pocillos se afiadieron 75 pl de tampodn de tapizado (16,8 g L™ de NaHCOs, 21,2 g L
de Na,COs, pH 9,6), incubando las placas durante una noche a 4 °C. Seguidamente
las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween 20 al 0,005 %. Para las pruebas de
exclusion, competicion y desplazamiento los pocillos se tapizaron solo con moco
cutaneo de trucha comdn macho.

e 5.2.2.3. Adhesién de las bacterias al moco cutaneo

En una placa tapizada como se describe en el apartado anterior se afiadio a cada
pocillo 25 pl de la suspension bacteriana a una concentracion de
2 x 10° bacterias ml* tefiidas con 1 pl de Syto 9%, seguidamente se centrifug6 a 163
X g para forzar que se situen en el fondo del pocillo. Las placas se incubaron selladas
a una temperatura de 20 °C en oscuridad durante 30 min. Transcurrido ese tiempo se
efectu6 una primera lectura de la fluorescencia en un espectofotémetro (Synergy HT
Multi-Detection Microplate Reader, Bio-Tek®) a 485 nm de excitacion y 535 nm de
emision. Posteriormente los pocillos se lavaron con suero fisiologico para eliminar
las bacterias no adheridas y se elimind la humedad centrifugando las placas a 163 x g
boca abajo. Se hizo una segunda lectura de fluorescencia tras afiadir 50 pl de suero
fisiologico a los pocillos y se calculd el porcentaje de adhesion de las bacterias a
cada tipo de moco considerando la fluorescencia emitida por la lectura inicial como
el 100 % de adhesion de las bacterias.
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e 5.2.2.4. Exclusion de S. parasitica

Se empled una placa de poliestireno de 96 pocillos tapizada con moco cutaneo de
trucha comun macho como se describe en el apartado 5.2.2.2. A cada pocillo se
afiadieron 25 pl de la dilucion bacteriana. La placa se centrifugd a 163 x g, 12 s para
forzar el desplazamiento de las bacterias al fondo del pocillo y posteriormente se
incub6 a 20 °C, 30 min en oscuridad. Tras la incubacién se lavaron con suero
fisioldgico estéril para eliminar las bacterias no adheridas y se afiadieron 25 pl de
una suspension de quistes de S. parasitica tefiidos con Syto 9®. La placa se incubd
nuevamente durante 30 min a 20 °C en oscuridad. Se lavo la placa con suero
fisioldgico estéril para eliminar los quistes no unidos al moco cutaneo y se afiadieron
50 ul de suero fisioldgico estéril a todos los pocillos. Se prepararon pocillos testigos
en los que se sustituyd la suspensién bacteriana por suero fisioldgico estéril y blancos
a los que solo se afiadid suero fisioldgico. La fluorescencia emitida se leyé con un
espectofotometro a 485 nm de excitacion y 535 nm de emision.

e 5.2.2.5. Desplazamiento de S. parasitica

Se empled la misma metodologia que para la exclusion, pero primero se afiadieron
25 pl de quistes tefiidos y tras incubar y lavar se afiadieron los 25 pul de la bacteria sin
tefiir. Las placas se incubaron nuevamente, se lavaron y se realizd la lectura de la
fluorescencia.

e 5.2.2.6. Competicion con S. parasitica

Se procedié como se describe en la prueba de desplazamiento pero con la diferencia
de que los 25 ul de quistes tefiidos y los 25 pl de bacterias sin tefiir se afiadieron
simultaneamente, incubando a continuacion a 20 °C en oscuridad durante 60 min,
seguido del lavado y lectura ya descritos.

e 5.2.2.7. Anélisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media * la desviacion estandar de tres
experimentos independientes. Para todas las pruebas se utilizo el estadistico t de
Student para determinar si las diferencias en la adhesion de las bacterias o los quistes
eran estadisticamente significativas comparadas con los testigos. Se considerd que
los valores p < 0,05 eran estadisticamente significativos. Todos los célculos se
realizaron con el programa SPSS versién 24.

= 5.2.3. Resultados

Los resultados de la adhesion de las tres bacterias al moco cutaneo de trucha comdn
se muestran en el Cuadro 17. La adhesion de L1, L21 y CLFP3 al moco de trucha
macho en general fue baja, comprendida entre el 14,60 % de V. fluvialis y el 7,54 %
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de E. gallinarum, pero fue mayor que al moco de trucha hembra, y generalmente en
ambos mocos mayor que la adhesion de las bacterias a la albimina sérica bovina y al
moco gastrico de cerdo. No existieron diferencias significativas de adhesion a los
sustratos probados con ninguna de las bacterias empleadas (p < 0,05). Puesto que
todas las bacterias presentaron una mayor adhesion al moco cutaneo de trucha comun
macho, éste se empled en las pruebas de competicion, desplazamiento y exclusion de
los quistes de S. parasitica.

Cuadro 17. Porcentaje de adhesion (media + desviacion estandar, n=3) de Enterococcus gallinarum

L1, Vagococcus fluvialis L21, y Lactobacillus plantarum CLFP3 al moco cutaneo de trucha comdn

macho (MCM), moco de trucha comdn hembra (MCH), albdmina sérica bovina (ASB) y moco
gastrico de cerdo (MGC)

% de adhesion bacteriana

Bacteria MCM MCH ASB MGC
Enterecoccus gallinarum L1 7,54 + 4,77 4,39 + 2,97 4,57 + 3,48 3,28 + 3,48
Vagococcus fluvialis L21 1460+ 548 13,07+£594 7,87+4,56 10,48 + 3,89
Lactobacillus plantarum CLFP3 = 9,92 + 7,59 9,64 +8,10 4,13+1,31 4,20+ 1,45

Los resultados de la exclusion, competicion y desplazamiento de los quistes de
S. parasitica se muestran en el Cuadro 18. En general las tres bacterias necesitaron
concentraciones mas bajas para reducir la adhesion de los quistes de S. parasitica en
la prueba de competicion; por el contrario para el desplazamiento de los quistes se
precisaron concentraciones bacterianas mas altas. CLFP3 fue la bacteria que mejor
redujo la adhesion de los quistes de S. parasitica en las tres pruebas a pesar de
presentar menores porcentajes de adhesion al moco que L1y L21.
Cuadro 18. Porcentaje de reduccion de la adhesion (media * desviacién estandar, n=3) de los

quistes de Saprolegnia parasitica al moco cutaneo de trucha comin macho en presencia de diferentes

concentraciones bacterianas de Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus fluvialis L21, y
Lactobacillus plantarum CLFP3 en condiciones de exclusién, desplazamiento y competicion

% de reduccion de la adhesion de los quistes de

Bacteria N,l]mero de Saprolegnia parasitica
células ., . .,
Exclusion Desplazamiento =~ Competicion
2,5x 107 28,55 + 0* 26,68 + 2,92 65,03 + 1,28
Enterococcus 5 gy 106 19,05 + 6,73 24,93 +597* 27,08 + 3,05
gallinarum 5
L1 25x 10 750+0 18,40 + 14,77 6,33+ 1,39
2,5x 10 6,87 + 1,89 0 6,26 + 1,22*
2,5x 107 83,11 +1,31 93,24 +18,73* 73,86 +5,55
Vagococcus 2,5 x 10° 62,81 + 3,72* 25,09 + 9,21 40,03 + 1,76*
fluvialis L21  25x 10° 55,45 + 35,84 13,59 + 9,88 7,39+ 3,14
2,5x 10 17,67 + 22,71 6,45+ 4,13 6,49 + 4,15
_ 2,5x 107 87,50+ 0 33,32 + 8,14* 33,33+ 2,09
Lactobacillus 5 5 106 76,01 + 6,48 22,30 + 8,37 778+ 145
plantarum 5 *
CLEP3 25x 10 70,98 + 8,39 11,05 + 8,33 544 + 1,44
2,5 x 10* 46,49 + 17,63 0 7,29 + 0,68*

*Indica el porcentaje de reduccién de la adhesion de los quistes alcanzado con el menor nimero

de bacterias que es estadisticamente significativo comparando con el testigo
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= 5.2.4. Discusion

Sorroza (2012) empled dos métodos para determinar la adhesion de L1 y L21 al
moco intestinal de dorada, lubina, corvina y lenguado, uno basado en marcadores
radiactivos y otro tifiiendo las bacterias con Syto 9® (el empleado por nosotros).
Cuando empled el método basado en marcadores radiactivos obtuvé mayores
porcentajes de adhesion de L21 que de L1, coincidiendo con nuestros resultados para
la adhesion de estas bacterias al moco cutaneo de trucha comun. Por el contrario
cuando empled la misma técnica empleada por nosotros con Syto 9% obtuvo un
porcentaje de adhesion de L1 superior al de L21 al moco intestinal de peces marinos.

Comparando la adhesion de L1 y L21 al moco intestinal de diversos peces marinos y
al cutaneo de trucha comun, ambas bacterias presentaron un porcentaje de adhesién
mayor al moco intestinal. Estos resultados coinciden con los de Bélcazar y col.
(2008) que empleando tres bacterias de la microbiota intestinal de trucha arcoiris
observé una mayor adhesion al moco intestinal que al cutaneo.

Esta mayor adhesion de las bacterias L1 y L21 al moco intestinal puede estar
relacionado con el origen de estas bacterias, ya que fueron aisladas de moco
intestinal, sin embargo CLFP3, que originalmente fue aislada de moco cutaneo
(Pérez-Sanchez y col., 2011) presentd porcentajes de adhesion al moco cutaneo
menores que L21.

Chabrillon y col. (2005) indicaron que no existiria adhesion especifica de las
bacterias a un hospedador concreto, si no que la capacidad de adhesion dependeria
mas de la cepa que del hospedador. Esto concordaria con los datos obtenidos para
L1, L21 y CLFP3, ya que no existieron diferencias significativas en la adhesion a los
distintos sustratos empleados, aunque fuera mayor la adhesion al moco cutaneo.

En general todas las bacterias necesitaron concentraciones bacterianas mayores para
el desplazamiento de los quistes de S. parasitica, lo que coincide con los resultados
de Carbajal-Gonzalez y col. (2013), que a su vez indica que la mayor necesidad de
bacterias para el desplazamiento se deberia a una alta adhesion de los quistes de
S. parasitica al moco, lo que dificultaria su posterior eliminacién por las bacterias.
Las concentraciones mas bajas de bacterias para reducir significativamente la union
de los quistes de S. parasitica se dio en condiciones de competicion.

Las tres bacterias redujeron la adhesion de los quistes de S. parasitica y a su vez
inhibieron el crecimiento de S. parasitica in vitro, lo que lleva a pensar que L1, L21
y CLFP3 podrian ser buenas candidatas para su utilizacion como probidticos en el
biocontrol de la saprolegniosis en trucha.
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5.3. Comprobacién de la ausencia de patogenicidad de
Enterococcus gallinarum L1 y Vagococcus fluvialis L21 para
la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss

= 5.3.1. Introduccion

Para el empleo de un microorganismo en el biocontrol de una enfermedad es
imprescindible que ese microorganismo sea inocuo para la especie animal en la que
se utiliza (Salminen y col., 1999; Verschuere y col., 2000; Wang y col., 2008) Por
ello Sorroza y col. (2012; 2013) describieron que E. gallinarum L1 y V. fluvialis L21
son apatdgenas para la lubina, pero no las probaron con trucha arcoiris, por lo que se
procedié a comprobar la inocuidad de L1 y L21 para la trucha. En el caso de
L. plantarum no se comprob6 su inocuidad puesto que se ha comprobado que es
probidtica para la trucha arcoiris (Pérez-Sanchez y col., 2011b).

= 5.3.2. Material y métodos

e 5.3.2.1. Peces y tanques

Se emplearon juveniles de trucha arcoiris de 37,24 + 7,56 g de peso procedentes de la
misma piscifactoria y en las mismas condiciones ya citadas en el apartado 4.1.2.3.

e 5.3.2 2. Bacterias e inoculacion

Los indculos se preparon a partir de suspensiones bacterianas de E. gallinarum L1 y
V. fluvialis L21 obtenidas tal como se describe en el apartado 5.1.2.3. ajustando su
concentracion a 107 bacterias ml"* mediante recuento en camara de Neubauer.

Se dispusieron dos tanques experimentales de 40 L con 20 truchas, uno para la
inoculacion de los peces por via intramuscular y otro para la inoculacion
intraperitoneal.

Los peces se anestesiaron mediante inmersion en agua con 50 ppm de MS-222
(Sigma®) y cada uno de ellos fue inoculado con 0,1 ml de la suspension bacteriana
(107 bacterias ml?), por via intramuscular o intraperitoneal. Como testigos se
emplearon tanques con 20 peces a los que en vez de la bacteria se les inyect6 0,1 ml
de PBS estéril.

Durante los 10 dias posteriores a la inoculacion se efectud el seguimiento de los
peces para detectar la presencia de signos de enfermedad o lesiones. Transcurrido ese
tiempo los peces se sacrificaron por inmersién en agua con 100 ppm de MSS-222 y
se llevo a cabo la necropsia de todos ellos. También se realizaron siembras en agar
BHI de higado, rifién y bazo de todos los peces, asi como de la zona de inoculacion
en aquellos que fueron inyectados por via intramuscular. Las placas de BHI se
incubaron a 20 °C durante 3 dias y se procedid a la identificacion de las colonias
resultantes por pruebas fenotipicas basicas (morfologia, tincion Gram y pruebas
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bioquimicas basicas como la catalasa y oxidasa) para determinar si la bacteria

inyectada estaba presente en los 6rganos internos o la zona de inoculacion.

5.3.3. Resultados

Tanto Enterococcus gallinarum L1 como Vagococcus fluvialis L21 fueron
inocuas para la trucha arcoiris. En ninguno de los peces inoculados se observaron
signos de enfermedad, ni lesiones, ni hubo bajas durante los 10 dias que los peces
se mantuvieron en observacion.

En el estudio microbioldgico de los 6rganos internos solo se reaislaron algunas
colonias de E. gallinarum en dos peces, en el rifion de uno inoculado por via
intramuscular y en el bazo de otro inyectado por via intraperitoneal.

5.3.4. Discusién

Tal como se ha comentado anteriormente uno de los criterios ineludibles para la
seleccion de bacterias probioticas es que no ocasionen dafios en la especie de pez
en la cual se van a emplear, no obstante Sharifuzzaman y Austin (2009) afirman
que esta propiedad no suele ser investigada cuando se comienza la seleccion de
una nueva cepa probiética.

Segun Sorroza (2012) Enterococcus gallinarum L1 y Vagococcus fluvialis L21
producen hemdlisis parcial en agar sangre pero ambas fueron apatogenas en
lubina (Dicentrarchus labrax) cuando se inocularon intraperitonealmente. En
nuestro caso estas dos bacterias también fueron inocuas por las vias intramuscular
e intraperitoneal en trucha arcoiris.

Dentro del género Vagococcus existe una especie Vagococcus salmoninarum
capaz de causar mortalidades de hasta el 55 % en trucha arcoiris (Austin y Austin,
2007). A su vez en un estudio sobre microbiota de peces de agua dulce (trucha
comun, trucha arcoiris y lucio) realizado en nuestro entorno (provincia de Ledn)
se indica que V. fluvialis forma parte de dicha microbiota (Gonzalez y col., 2000).
Respecto al género Enterococcus se describié como patdgena para la trucha
arociris la especie Enterococcus seriolicida, pero estudios posteriores
determinaron que estos aislados patdgenos deben incluirse dentro de la especie
Lactococcus garvieae (Eldar y col., 1996).

La inocuidad de L1 y L21 unida a la ya conocida de CLFP3, nos permite
emplearlas para comprobar si son efectivas en la prevencion y control de la
saprolegniosis en trucha arcoiris.
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5.4. Biocontrol de la saprolegniosis en trucha arcoiris
anadiendo Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus fluvialis
L21 y Lactobacillus plantarum CLFP3 al agua o al pienso

= 54.1. Introduccion

El objetivo es comprobar si las bacterias probidticas E. gallinarum L1, V. fluvialis
L21 y L. plantarum CLFP3 empleadas para el control de otras enfermedades de
peces (Sorroza y col. 2012 y 2013; Pérez-Sanchez y col., 2011) pueden también ser
atiles para el control de la saprolegniosis comparandolas a su vez con los buenos
resultados obtenidos con los aislados de Pseudomonas fluorescens descritos en el
capitulo 4.

= 5.4.2. Material y métodos.

e 5.4.2.1. Bacterias

Se utilizaron las bacterias Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus fluvialis L21 y
Lactobacillus plantarum CLFP3 (Cuadro 19).

Cuadro 19. Bacterias probidticas utilizadas en las pruebas para el biocontrol de la saprolegniosis en
trucha arcoiris indicando su origen y actividad probiética

Efectividad probidtica

Bacteria Origen demostrada Autores
Enterococcus Moco intestinal = Vibriosis (V. angillarum) Sorrozay col.,
gallinarum L1 de lenguado en lubina 2013

Vagococcus fluvialis Moco intestinal = Vibriosis (V. angillarum) Sorrozay col.,

L21 de dorada en lubina 2012

Lactobacillus Moco cutaneo . . Peréz-Sanchez
Lactococosis (L. garvieae)

plantarum plantarum  de trucha en trucha arcoiris y col., 2011a;

CLFP3 arcoiris 2011b

Las suspensiones bacterianas se obtuvieron tal como se describe en el apartado
5.1.2.3.

e 5.4.2.2. Desafio experimental afiadiendo el probidtico en el agua

Se emplearon grupos de 20 ejemplares juveniles de trucha arcoiris de 38,79 + 10,00
g, administrando de forma individual cada una de las bacterias e infectando los peces
con S. parasitica mediante el procedimiento descrito en el apartado 4.1.2.
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e 5.4.2.3. Desafio experimental afiadiendo el probidtico en el pienso

Se emplearon grupos de 20 juveniles de trucha arcoiris de 29,29 + 10,33 g
suministrando las bacterias y realizando la infeccion experimental con S. parasitica
del mismo modo que en el apartado 4.2.2.2.

e 5.4.2.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el test de Fisher de dos
vias para comprobar si la proteccion frente a la infeccion era significativa respecto a
la de los peces testigo utilizando el programa Epi Info 7™ (CDC).

= 5.4.3. Resultados

Ninguna de las tres bacterias, Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus fluvialis L21
y Lactobacillus plantarum CLFP3, evitd la infeccion por S. parasitica a través del
agua o del pienso en trucha arcoiris (Cuadro 20).

Cuadro 20. Porcentaje de peces no infectados frente a la saprolegniosis en trucha arcoiris
tratada con L1, L21 y CLFP3 en el agua y en el pienso, respecto a los testigos

% de peces no infectados

Bacteria Bacteria afiadida enel  Bacteria afiadida en el
agua pienso
Enterococcus gallinarum L1 0% 0%
Vagococcus fluvialis L21 0% 0%
Lactobacillus platarum plantarum CLFP3 0% 0%

= 5.4.4 Discusion

Si bien en conjunto L1, L21 y CLFP3 dieron resultados aceptables de inhibicion in
vitro ante Saprolegnia parasitica, las pruebas de biocontrol de la saprolegniosis
experimental en trucha arcoiris no resultaron eficaces para prevenir ni controlar la
enfermedad a través del agua o el pienso. Gram y col. (2001) sefialaron que no
siempre los resultados obtenidos in vitro por un microorganismo frente a un
patdgeno pueden predecir los efectos que aquél va a producir cuando se emplee in
vivo.

La eficacia de un probidtico frente a una enfermedad en un determinado hospedador,
no asegura que este probidtico sea también eficaz en otro hospedador y frente a otro
agente patogeno. Gram y col. (1999) afiadiendo Pseudomonas fluorescens AH2 al
agua de los tanques, frente a Vibrio anguillarum, disminuyeron la mortalidad en
trucha arcoiris, pero cuando emplearon el mismo probiotico en salmon (Salmo salar)
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frente a la furunculosis por Aeromonas salmonicida comprobaron que no siempre el
mismo probiotico es eficaz frente a patdgenos diferentes (Gram y col. 2001).

A diferencia de nosotros, Nurhajati y col. (2012) consiguieron prevenir la infeccion
por S. parasitica en Pangasius hypophthalamus afadiendo diferentes
concentraciones de Lactobacillus plantarum FNCC 226 al agua, aunque el método
empleado para provocar la infeccion experimental difiere del nuestro, ya que estos
autores realizan una incision de 0,5 cm en el tronco del pez en vez del tratamiento
“ami-momi”.

Las tres bacterias también resultaron ineficaces por via oral al administrarlas con el
pienso. Desconocemos si puede haber influido el que con L1 y L21 se empled una
dosis menor en el pienso (108 UFC g') que la empleada por Sorroza y col. (2012;
2013) para controlar la vibriosis en lubina (10° UFC g™). Algunos autores consideran
que existe una relacion entre la dosis de probidtico empleada y su efecto
(Nikoskelanien y col., 2001). Por el contrario en el caso de CLFP3 la dosis se
aumentd dos unidades logaritmicas (102 UFC g) por encima de la empleada por
Pérez-Sanchez y col. (2011) en el trabajo que evidencié su eficacia frente a
Lactococcus garvieae en trucha arcoiris (10° UFC g?). Nayak (2010) indica que las
dosis mas empleadas en la administracion de probidticos en el pienso en acuicultura
oscilan entre 108 y 10%° UFC g, pero que el Optimo de cada probidtico debe
establecerse en funcion del hospedador. En la literatura se encuentran diferencias en
cuanto a los resultados de diferentes dosis viéndose en algunos casos aumentada la
proteccion frente a patdgenos o un aumento de la respuesta inmunitaria a mayor
dosis, pero en otros casos un aumento de la dosis de probidtico puede provocar un
descenso en la proteccion frente a una enfermedad, como describen Son y col.
(2009).

El periodo de administracion de L1, L21 fue globalmente mayor (24 dias) que el
empleado por Sorroza y col. (2012 y 2013), no asi en el caso de Pérez-Sanchez y col.
(2011b) que fue de 36 dias, pero en ambos casos nuestro desafio se llevo a cabo tras
14 dias de administraciéon de pienso, en lugar de los 20 o 21 dias de administracion
previos a los desafios con Vibrio anguillarum y Lactococcus garvieae
respectivamente. Algunos autores han demostrado que la administracion del
probidtico durante periodos de tiempo mayores incrementan la supervivencia de los
peces, como en el caso de Sharifuzzaman y Austin (2009) que vieron incrementada
la supervivencia de trucha arcoiris un 6 % al administrar Kocuria SM1 durante 2
semanas mas. Aunque en su caso la administracion durante dos semanas si
incrementd la supervivencia de los peces frente a V. anguillarum, mientras que en
nuestro caso no se observo ningun descenso en el numero de peces infectados.
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PRIMERA. Las bacterias procedentes de moco cutaneo de trucha comun
y trucha arcoiris, Pseudomonas fluorescens LE89 y Pseudomonas
fluorescens LE141, podrian emplearse para el biocontrol de Ia
saprolegniosis por Saprolegnia parasitica en trucha arcoiris
afiadiendolas al agua.

SEGUNDA. Tanto Pseudomonas fluorescens LE89 como Pseudomonas
fluorescens LE141 no parecen ser efectivas frente a la saprolegniosis
cuando se administran a través del pienso en trucha arcoiris.

TERCERA. El modo de accion de Pseudomonas fluorescens LE89 y
Pseudomonas fluorescens LE141 cuando se afiaden al agua estaria
relacionado con la exclusion competitiva de S. parasitica mediante la
competicion por nutrientes esenciales, mediante la produccion de
sideroforos, y la produccion de sustancias de naturaleza proteica en el
caso de LE141.

CUARTA. Enterococcus gallinarum L1, Vagococcus fluvialis L21 y
Lactobacillus plantarum CLFP3 no parecen ser efectivas en el biocontrol
de la saprolegniosis.

QUINTA. Enterococcus gallinarum L1 y Vagoccoccus fluvialis L21 no
son patdgenos para la trucha arcoiris y por lo tanto podrian emplearse
para el biocontrol de enfermedades en Oncorhynchus mykiss.

SEXTA. La eficacia de una bacteria probiotica frente a un determinado
agente patogeno y hospedador, no necesariamente es extrapolable frente
a agentes patogenos y hospedadores diferentes, aunque los resultados
previos in vitro sean esperanzadores.
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ANEXOS

Mosaico romano, Basilica di Santa Maria Assunta en Aquileia (cedida por el Dr. José Miguel Aller
Gancedo)






ANOVA: analisis de varianza

ASB: albuimina sérica bovina

Aprox.: aproximadamente

BHI: brain hearth infusion (infusion cerebro corazén)
Ca: calcio

CAS: chromo-azurol-s

cm: centimetro

col.: colaboradores

Cu: cobre

DMSO: dimetilsulfoxido

DO: densidad 6ptica

Fe: hierro

FeClsz 6H,0: cloruro férrico hexahidrato
Fig.: Figura

G: Gauge

g: gramo

g: fuerzag

GP: glucosa-peptona

h: hora

HCI: &cido clorhidrico

HDTMA: hexadeciltrimetilamonio
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KCI: cloruro potasico

KDa: kilodalton

KH2PO.: fosfato de potasio monobasico

KOH: hidroxido potéasico

L: litro

log: logaritmo en base 10

M: molar

mg: miligramo

MgSO4 7H20: sulfato de magnesio heptahidratado
min: minuto

ml: mililitro

Mn: manganeso

pl: microlitro

HUM: micrometro

MRS: de Man, Rogosa and Sharpe

Na,HPO4 12H,0: fosfato disddico dodecahidratado
NaH2POj4: fosfato monosodico

NaCl: cloruro sodico

NBT: nitroblue tetrazolium (nitroazul de tetrazolio)
nm: nanometro

°C: grado Celsius

PBS: phosphate buffered saline (tampon fosfato salino)
PMA: phorbol myristate acetate (forbol-12-miristato-13-acetato)
rpm: revoluciones por minuto

RPMI: Roswell Park Memoaorial Institute
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SD: standard desviation (desviacion estandar)

SDS: sodio dodecil sulfato

SFB: suero fetal bovino

TNPB: tryptone neutralised soya broth (caldo triptona soja neutralizado)
TSA: tryptone soya agar (agar tritona soja)

TSB: trytone soya broth (caldo triptona soja)

Ul: Unidades Internacionales

UFC: unidades formadoras de colonias

V: voltios

Zn: zinc
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