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I. RESUMEN

La acuicultura se ha convertido en un importante sector econémico con un incremento muy
importante en la productividad a nivel mundial. Como consecuencia, se ha producido la
aparicion de una gran variedad de agentes patégenos y fendmenos de resistencias
microbianas. Estos impactos, se han producido principalmente por el uso indiscriminado de
agentes quimioterapicos frente a bacterias productoras de enfermedades en acuicultura.
Dentro de éstas, predominan las bacterias Gram negativas, y concretamente una de ellas
afecta a la mayoria de los salménidos que se cultivan en piscifactorias de aguas continentales,

Flavobacterium psychrophilum, el agente etiolégico de la Enfermedad de Aguas Frias.

Al observarse estas consecuencias, se han puesto en marcha numerosas estrategias para el
control y prevencion de estas enfermedades bacterianas limitando el uso de los antibidticos.

Entre estas opciones destacan el uso de vacunas, inmunoestimulantes y probidticos.

El uso de probidticos, que son capaces de controlar la proliferacion de agentes patdgenos si
son administrados de manera continua, pueden ser usados como un tratamiento alternativo al
uso de antibidticos y ser una estrategia para prevenir enfermedades bacterianas en

acuicultura.

El efecto beneficioso de los probidticos radica en la competicién por receptores especificos en
la superficie de la mucosa con agentes patdgenos, la competicidn por nutrientes, la produccion
de factores inhibitorios (bacteriocinas) o por un incremento de la respuesta inmune del
individuo. En los salmdnidos, estos efectos suelen presentarse como un buen estado de salud,
un incremento en la resistencia ante enfermedades, un incremento en el crecimiento, una
mayor utilizacion del alimento, una mejora en la composicion de la canal, la disminucién de

malformaciones, etc.

En el presente trabajo se ha realizado un estudio preliminar con el fin de seleccionar la
presencia de cepas bacterianas obtenidas de la microbiota enddgena con potencial efecto

probiédtico frente al agente etioldgico FI. psychrophilum.



ABSTRACT

Preliminary characterization of candidate probiotic strains against Flavobacterium

psychrophilum

Aqguaculture has become an important economic sector with a major in worldwide productivity
increase. Consequently, there has been the emergence of a wide variety of pathogens and
microbial resistance phenomena. These impacts have occurred mainly by the indiscriminate
use of chemotherapeutic agents against disease-producing bacteria in aquaculture. Among
these, dominated by Gram negative bacteria, in particular one affecting most of salmonids
grown in fish farms inland water, Flavobacterium psychrophilum, the etiologic agent of the

Cold Water Disease.

By observing these consequences, they have launched numerous strategies for the control and
prevention of these bacterial diseases limiting the use of antibiotics. These options include the

use of vaccines, immunostimulants and probiotics.

The use of probiotics, which are capable of controlling the proliferation of pathogens if
administered continuously, can be used as an alternative treatment to antibiotics and be a

strategy to prevent bacterial diseases in aquaculture.

The beneficial effect of probiotics is in competition for specific receptors on the mucosal
surface with pathogens, competition for nutrients, production of inhibitory factors
(bacteriocins) or by an increase of the immune response of the individual. In salmonids, these
effects are often presented as a good state of health, increased resistance to disease,
increased growth, increased feed utilization, improved carcass composition, decreased

malformations...

A preliminary study has been done in order to select the presence of bacterial strains obtained
from the endogenous microbiota with probiotic potential effect against etiologic agent FI.

psychrophilum.



I.LINTRODUCCION Y JUSTIFICACION

La acuicultura, se define segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO), como “el cultivo de organismos acudticos tanto en zonas costeras como
del interior que implica intervenciones en el proceso de cria para aumentar la produccion”
(FAO, 2015). Es una fuente muy importante de productos acuaticos en todo el mundo, que ha
ido evolucionando de manera rapida hasta convertirse en una fuerte actividad econémica de
produccién de alimentos, materias primas de uso industrial y farmacéutico, asi como de
organismos vivos para repoblacidon u ornamentacién que da empleo a mas de 23 millones de

personas en el mundo de forma directa y otros 6,5 millones indirectamente (FAO, 2015).

El cultivo de organismos acudticos a pequefia escala ha existido desde tiempos antiguos en
muchos paises, pero el cultivo a gran escala es un suceso relativamente reciente,
aproximadamente desde mediados del siglo XX cuando se inicia una pequefia evolucién hasta

la produccion industrial que ahora existe.

Segun los ultimos datos publicados en el informe de la FAO sobre el “Estado mundial de la
acuicultura y la pesca en 2014” la produccién pesquera mundial, alcanzé un maximo histérico
de 158 millones de toneladas en 2012, de las cuales 66,6 millones de toneladas
correspondieron a la acuicultura. Unos 58 millones de personas trabajaron en el sector
primario de la pesca de captura y la acuicultura en 2012, el empleo en este sector ha crecido

mas rapido que la poblacién mundial (FAO, 2014).

El Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente (MAGRAMA) sefiala que la
acuicultura en Espafia inicid su desarrollo hace unos 50 afios. Indica también que tiene un
papel muy significativo en el desarrollo social y econdmico de determinadas zonas, y que
incluso en algunas CCAA supera en importancia a la pesca extractiva. La produccidn acuicola se
ha consolidado como una excelente opcidn para el suministro de un producto sano y seguro.
En cuanto a cifras, expone que la obtencién primaria de productos procedentes de la
acuicultura, el marisqueo y la pesca, disminuyé en 2012 en un 14,52% hasta alcanzar las
1.081.881 Tm, una disminucion acuicola del 2,75% respecto al afio anterior (MAGRAMA, 2015).
También destaca que de esta produccidn acuicola total, sélo el 6,31% correspondié en el afio
2012 a acuicultura continental, el resto de la produccidon se dio en el ambito de la acuicultura
marina. Dentro de esta produccidn en aguas marinas, en Espafia, las especies que se producen
principalmente son moluscos bivalvos, destacando la produccién del mejillén (Mytilus

galloprovincialis), con un 76% de la produccidn acuicola nacional.



En Espafia, a lo que se refiere a la produccién de peces, la lubina (Dicentrarchus labrax), la
dorada (Sparus aurata) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) son las principales especies
de produccion, seguidas por el rodaballo (Scophthalmus maximus) y la anguila (Anguilla
anguilla). También se crian, aunque en menor cantidad, otras especies de interés comercial
como el lenguado (Solea solea), el besugo (Pagellus bogaraveo) o la corvina (Argyrosomus
regius), que colocan a nuestro pais como uno de los que tienen una mayor diversificacion de

especies acuicolas de produccion (APROMAR, 2014).

La produccion de peces, tanto de acuicultura marina como continental, supone un 22% del
total, lo que ha supuesto un espectacular crecimiento multiplicandose por dos en los ocho

ultimos afios (MAGRAMA, 2015).

Segun Bondad-Reantaso et al. (2005), el crecimiento de la acuicultura hasta niveles que puede
llegar a considerarse una ganaderia de agua dulce y salada, va ligado como consecuencia de
esta intensificacién, al incremento de manera exponencial en el nimero y gravedad de las
enfermedades infecciosas, siendo éstas uno de los principales problemas sanitarios para el
desarrollo de la acuicultura moderna, que debe ser subsanado para evitar las grandes pérdidas

econdmicas que ocasionan al sector.

McVicar (1997), sefala que las actividades acuicolas, pueden producir, directa o
indirectamente, alteraciones en las condiciones ambientales, que a su vez pueden producir
modificaciones en la microbiota bacteriana y las interrelaciones con el resto de organismos,

pudiendo llegar a manifestarse como procesos patoldgicos de origen multifactorial.

Sumado a la modificacién del medio ambiente y la presencia de algunos microorganismos
patdgenos, aparecen las caracteristicas propias del hospedador, y las estrechas interacciones
que se producen entre éste con el agente patédgeno y el medio ambiente en el que se
encuentra, pudiéndose romperse el equilibrio y favorecer por tanto, la presencia de

patologias, especialmente aquellas de origen bacteriano (Hedrick et al., 1998).

Para hacer frente a los procesos patoldgicos que se presentan, los peces son tratados con
diversos antimicrobianos, pero el mal uso o el uso continuado de los mismos ha propiciado la
aparicidon de resistencias bacterianas, resultando dichos tratamientos en muchas ocasiones

ineficaces, ademas de aumentar notablemente los costes de produccion (Balcazar et al., 2006).

Una posible solucién es la reduccion del uso inapropiado de los antibidticos y la busqueda de

nuevas estrategias para el control y prevencidn de estas patologias que se presentan, qué



ademads puedan contribuir a mejorar los resultados productivos y qué eleven la resistencia de

las poblaciones piscicolas.

Las enfermedades de origen bacteriano, son consideradas como un riesgo importante en la
produccién acuicola continental (Padrés y Furones, 2002), especialmente los procesos
causados por bacterias Gram negativas. En la actualidad entre los procesos mas relevantes en
la produccién salmonicola se encuentran el grupo de las flavobacterias o “myxobacterias”,
integrados por bacterias de caracteristicas muy heterogéneas que afectan principalmente a la
piel, aletas y branquias, aunque en algunos casos pueden llegar a producir procesos

septicémicos de caracter generalizado (Roberts, 2012; Loch y Faisal, 2015).

Dentro de este amplio abanico de procesos y agentes implicados, destacamos por su
importancia en la patologia de los peces teledsteos las siguientes especies, si bien prestaremos
una atencién especial a la ultima de ellas (Flavobacterium psychropilum) por las graves
implicaciones econdmicas y sanitarias (mortalidad alta) que tienen en el cultivo de especies
continentales de alto valor comercial:

Asi:  Flavobacterium columnare, causa la enfermedad de columnaris, Flavobacterium
branchiophilum, agente causal de la enfermedad bacteriana de las branquias y, finalmente
Flavobacterium psychrophilum que causa la enfermedad de aguas frias, también denominada
sindrome del alevin cuando la especie afectada es la trucha arcoiris (Holt et al., 1993; Rangdale

et al., 1996).

Fl. psychrophilum es una bacteria que produce una enfermedad altamente prevalente a nivel
mundial, que causa grandes pérdidas econdmicas incluso a los piscicultores mas
experimentados y con mejores instalaciones. Esta bacteria ha sido aislada en la mayor parte de
las especies de salmdnidos y en otras especies en menor escala donde no se ha manifestado

clinicamente la enfermedad (Amos 1985; Austin y Austin 1993; Dalsgaard 1993).

Fl. psychrophilum es un bacilo Gram negativo, de aspecto filamentoso (propiedad util a la hora
de identificarla mediante pruebas morfoldgicas y de microscopia), y movimiento deslizante
que fue aislada por primera vez en 1948 (Borg, 1960).

Se definen como “microorganismos fastidiosos” debido a la complejidad que presentan en
cuanto a los requerimientos nutricionales para su cultivo, asi como en el tiempo de
crecimiento que precisan (> 72 horas), lo que dificulta enormemente su aislamiento y posterior
identificacion a partir de animales enfermos. En medio de cultivo sélido producen un pigmento
de color amarillento muy caracteristico (Bernardet et al., 1996; Elsayed et al., 2006); una de las

caracteristicas mas importantes que presenta, es su capacidad para formar biofilms,



confiriéndole una gran resistencia en el medio, lo que dificulta su eliminacién, asi como una
gran capacidad de adherencia tanto a los huevos, como al mucus de branquias y piel. Se ha
observado una correlacion directa entre la virulencia de las cepas bacterianas y esta capacidad
de adhesion de las mismas (Nematollahi et al., 2003).

Desde un punto de vista epidemioldgico, esta patologia aparece normalmente a temperaturas
por debajo de 162C, aumentando significativamente su prevalencia y severidad de los dafios
por debajo de los 102C (Clifford ES, 2011).

Las pérdidas mas severas suelen ocurrir en peces entre 0.2 a 2 gramos de peso donde puede
resultar una mortalidad acumulada de hasta 90%, esto puede deberse a la inmadurez de la
respuesta inmune de los alevines (Crump et al., 2001; Crump et al., 2005).

Existen dos vias de transmision de la enfermedad, horizontal (mediante el contacto entre
peces enfermos y/o portadores de la bacteria y sanos, por la presencia de heridas, heces y
aguas contaminadas) y la via vertical (presencia de la bacteria en huevos y fluidos seminales).
Estos mecanismos, son favorecidos por esa capacidad especial que tiene la bacteria de formar

biofilms.

Los hallazgos clinicos mas destacables son la melanosis generalizada de los peces, erosiones y
ulceraciones cutdneas, necrosis de aletas y branquias, pudiendo en los casos mds graves
exhibir una descamacidon completa de la aleta caudal. En los ejemplares mas jovenes, pueden
observarse signos nerviosos como natacion erratica y movimientos en espiral (Elsayed et al.,
2006).

En aquellos peces que sobreviven a la infeccidn, se pueden observar malformaciones
producidas por la compresién de la aleta caudal (Madsen et al., 2001).

Aunque sin duda, el cuadro mas caracteristico presenta una septicemia generalizada,

esplenomegalia, ascitis, sin exoftalmia y las heces en hilera.

A parte del diagndstico clinico de esta enfermedad, debe realizarse un diagndstico laboratorial
para confirmar la presencia de la bacteria. Principalmente se basa en el aislamiento e
identificacion en medios especificos y enriquecidos como el Agar Cytophaga, Anackel-Ordal y
Agar TYES, a una temperatura de incubacidon de 159C, durante 72-96 horas. También se
pueden realizar pruebas moleculares a partir de la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)
mediante el uso de cebadores especificos; en todos los casos, la mejor muestra para realizar
dichas pruebas son el higado, el rifidon anterior y el bazo de los individuos (Del Cerro et al.,
2002).

Conocidas las caracteristicas que pueden desarrollar esta bacteria para sobrevivir, el

tratamiento contra Fl. psychrophilum se basa en el uso de antibidticos de eleccién como la



amoxicilina, el florfenicol o la oxitetraciclina, administrados por via oral junto con el pienso.
Ademas, se pueden utilizar otros como sulfonamida/trimetoprim, doxiciclina o quinolonas

(Ramsrud et al., 2007).

Cabe destacar, que el excesivo uso que se hace de estos compuestos en algunos casos estd
siendo cuestionado por los efectos ambientales y toxicoldgicos, asi como por las resistencias
que presentan los microorganismos por el uso continuado de los mismos (resistentes a las
sulfamidas potenciadas entre otras), y la baja susceptibilidad a estas sustancias cuando la
bacteria se encuentra formando biofilms. Por otra parte, la administracion oral de estos
terapéuticos no siempre es efectiva, siendo muy relevante la temperatura del agua a la que se
encuentran (Crump et al., 2001).

La desinfeccion mediante bafios con cloramina T o formalina es un método eficiente para
controlar las bacterias presentes en la superficie de los huevos e incluso ayudan en el

tratamiento de animales con lesiones epiteliales visibles (Lonnstrom et al., 2008).

La mayoria de los agentes terapéuticos usados son capaces de alterar la microbiota normal
intestinal, cuyo papel principal es constituir una primera barrera frente a la entrada de agentes
patégenos. Bajo estas circunstancias, la aplicacion de relaciones antagdnicas microbianas se
presenta como un método alternativo de control eficiente de microorganismos patégenos a la
vez qué mucho menos perjudicial para el medio ambiente. En acuicultura, el antagonismo
bacteriano es la base para el desarrollo de probidticos que ya estan siendo utilizados en el

cultivo de peces (Balcazar et al., 2006; Merrifield et al., 2010).

Sin embargo, hasta el momento no existe un tratamiento probiético comercial indicado para el
control de FI. psychrophilum y no se conoce qué efecto puede tener una bacteria antagonista
sobre la formacion de los biofilms. En este sentido, indicar qué en la actualidad Pediococcus
acidilactici CNCM MA18/5 (BACTOCELL®), es el Unico microorganismo probiotico autorizado en
Europa para su uso en acuicultura (Reglamento CE N2 911/2009; Reglamento UE N2 95/2013).

La composicion de la flora bacteriana enddgena de los animales acudticos tiene una mayor
influencia en el estado de salud del individuo que en los animales terrestres, por lo tanto, la
manipulacion de dicha microbiota mediante la administracion de niveles adecuados de
probidticos desempefia un papel importante en el mantenimiento de la salud de las

poblaciones piscicolas.



La palabra probidtico proviene del latin pro (para, a favor de) y del griego bios (vida) (Zivkovic,
1999), utilizdndose por primera vez para denominar a las sustancias producidas por algunos
microorganismos capaces de favorecer el crecimiento de otros microorganismos (Lilley y
Stillwell, 1965).

Si hubiera que fusionar todas las definiciones de probidtico que se han ido describiendo a lo
largo de los afios, se podria decir que un probidtico en el ambito de aplicacidén de la acuicultura
es un microorganismo vivo, muerto o un componente de una célula microbiana, el cual es
administrado a través de la alimentacién o por el agua, mejorando ya sea la resistencia a
enfermedades, el estado de salud, el crecimiento, la utilizaciéon del alimento, la respuesta al
estrés o el vigor en general del huésped al que se le suministra, lo cual es logrado en parte a
través de la mejora del equilibrio microbiano interno o del equilibrio microbiano del entorno

ambiental (Moriarty, 1998; Verschuere et al.,2000; Farzanfar, 2006).

Es importante destacar, que en acuicultura los efectos beneficiosos de los probidticos no se
limitan al tracto gastrointestinal, sino que también pueden mejorar la calidad del agua
modificando la comunidad microbiana del medio acuatico incluyendo los sedimentos
(Verschuere et al., 2000).

Una amplia investigacion ha conseguido finalmente demostrar la eficacia del uso de
probidticos para mejorar la resistencia a enfermedades y reducir la mortalidad de los
salmdnidos contra algunas de las principales enfermedades que afectan a la acuicultura, entre
las que destacamos la Forunculosis, la Vibriosis, la Enfermedad de aguas frias, la Yersiniosis, la
Pasterelosis o la Lactococosis (Balcazar et al., 2006; Merrifield et al., 2010; Pérez-Sanchez et

al., 2014).

A raiz de numerosas investigaciones llevadas a cabo en el campo de la acuicultura se han
propuesto una serie de criterios que se deben tener en cuenta para seleccionar cepas
bacterianas con potencial efecto probidtico (Spanggaard et al., 2001; Balcazar et al., 2006;
Farzanfar, 2006; Vine et al., 2006; Gémez y Balcazar, 2008).

Algunas de estas caracteristicas son: no debe ser patégeno, no sdélo al huésped, sino con
respecto a los animales acuaticos ni a los consumidores finales, debe estar libre de genes de
resistencia a antibidticos, capaz de ser resistentes a las sales biliares y a bajos pH, capaz de
colonizar la superficie epitelial intestinal y de adherirse y/o crecer bien en el mucus intestinal,
la capacidad de producir sustancias antimicrobianas, la capacidad para modular la respuesta

inmune en el hospedador, la competicidn con los agentes patdgenos por los sitios de adhesion,



debe exhibir propiedades antagonistas hacia uno o mas patdgenos (en el caso de los

salménidos podria centrarse en Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum y Yersinia ruckeri).

Uno de los criterios que mas se esta utilizando en la seleccion de probidticos es la capacidad de
inhibir el crecimiento de bacterias patégenas realizando pruebas in vitro, en las que las
bacterias candidatas se enfrentan a la bacteria patégena y tras un tiempo de incubacién, se
deben interpretar si ha mostrado o no inhibicion de la bacteria patdgena; Es importante
remarcar que el efecto obtenido en estas pruebas debe ser interpretado con cierta precaucion,
ya que este resultado en algunas ocasiones no es el mismo que se obtiene en condiciones in

vivo (Gram et al., 2001).

El modo de accidn que resulta en los beneficios observados es dificil de cuantificar de manera
concluyente, debido a la amplia gama de mecanismos de actuacion de los mismos asi como las
complicadas relaciones multifactoriales de sinergismos que existen entre las distintas cepas
probidticas. Gran parte de los mecanismos de accién y los efectos beneficiosos de los
probidticos derivan de los estudios en humanos; sin embargo, los mecanismos de accion mas
destacables de los probidticos en los peces son: la produccién de compuestos inhibitorios
frente a la bacteria patégena (mecanismo de exclusidn competitiva), la competencia por
nutrientes o energia disponible, la competencia por los sitios de adhesidn, la inhibicidn de la
expresion de genes de virulencia, la mejora de la calidad del agua, la mejora de la respuesta
inmune en el hospedador y la ayuda a la digestién enzimatica (Sugita et al., 1996; 1997; 1998).
Sin embargo, los mecanismos de inhibicion bacteriana frente Fl. psychrophilum, no han sido

descritos previamente (Strom-Bestor y Wiklund, 2011).

Aunque no siempre se conoce integramente el mecanismo de accién por el cual las bacterias
probidticas causan un efecto beneficioso en el hospedador, en los salménidos estos efectos
suelen presentarse como un buen estado de salud, un incremento en la resistencia ante
enfermedades, un incremento en el crecimiento, una mayor utilizacion del alimento, una
mejora en la composicién de la canal, la disminucién de malformaciones, etc. (Farzanfar,
2006).

La exclusion competitiva consiste en impedir que una bacteria patégena colonice el tracto
digestivo del organismo hospedador gracias a las bacterias presentes en el mismo (Lara-Flores
y Aguirre-Guzman, 2009). Se trata del mecanismo de accién probidtica mdas esperanzador ya
que involucra una gran cantidad de procesos y factores que son esenciales en la dindmica

microbiana (Smith, 1993).



Uno de los principales mecanismos que destacan en la exclusion competitiva, es la produccion
de sustancias inhibitorias. Este fendmeno fue observado por primera vez por De Giaxa (1889),
al constatar el efecto inhibitorio producido por bacterias de origen marino sobre el

crecimiento de Vibrio spp. (Pérez-Sanchez et al., 2014).

En el tracto digestivo, la microbiota enddgena constituye una barrera frente a la proliferacion
de agentes patdgenos debido en gran parte a la produccién de estas sustancias inhibitorias
gue pueden actuar de forma independiente o combinada (Pérez-Sanchez et al., 2011).

Para llegar a ser mas competitivo, los patdgenos necesitan evolucionar y tener nuevas
funciones. Cuando las bacterias de la microbiota enddgena inhiben el crecimiento de agentes
patdgenos gracias a la secrecidon de un solo agente antimicrobiano, el patdégeno necesita
solamente adquirir un gen de resistencia especifica a este antimicrobiano (Moriarty, 1998),
mientras que, si existe un mecanismo de exclusién competitiva con interaccidn entre bacterias
y sustancias antimicrobianas, el patdgeno necesita modificar mas de un gen de resistencia,
siendo este mecanismo de adaptacidn mas lento que con un solo plasmido de transferencia

(Serum, 2006).

En acuicultura, las interacciones que se establecen entre la microbiota y las bacterias
patégenas no se limita al tracto gastrointestinal, sino que también estan presentes en las
branquias, en la piel y en el propio medio acuatico (Tinh et al., 2008). Por lo tanto, es
fundamental que el equilibrio entre la microbiota del hospedador y las bacterias patdgenas se

vea inalterado en la manera de lo posible.

A pesar de la gran cantidad de estudios sobre probidticos que han evaluado parametros
inmunolégicos y hematoldgicos (Iranto y Austin, 2002; Nikoskelainen et al., 2003; Raida et al.,
2003; Panigrahi et al., 2004; 2005; Balcazar et al., 2006; Kim y Austin, 2006; Brunt et al., 2007;
Arijo et al., 2008; Pérez-Sanchez et al.,, 2011), los efectos inmunomoduladores de los
probidticos en los peces en la actualidad son poco conocidos.

El sistema inmune de los peces puede ser estimulado por la presencia de cepas probiéticas, ya
que presentan compuestos en sus pareces celulares del tipo de los lipopolisacaridos,
peptidoglucanos y B-glucanos, que mantienen en alerta los mecanismos de defensa del

hospedador (Nayak, 2010).

La modulacidn de la respuesta inmune por parte de los probidticos se ha traducido en una

gran variedad de efectos, entre los que destacan: la produccion de citoquinas pro-



inflamatorias, la estimulacidn de las células NK, el incremento en la produccidn de anticuerpos
y/o la actividad lisozima, la actividad complemento y/o fagocitica (Harikrishan et al., 2010;
Pérez-Sanchez et al.,, 2011). De hecho, las propiedades inmunoestimuladoras de los
probidticos han sido consideradas como el principal mecanismo de accidn para proteger a los

peces de las infecciones bacterianas (Sharifuzzaman y Austin, 2010).

Los probidticos también son capaces de estimular la produccién de citoquinas pro- y anti-
inflamatorias, mediadores de naturaleza proteica producidos por células inmunitarias que
contribuyen al crecimiento y diferenciacién celular de los mecanismos de defensa del
hospedador (Nayak, 2010; Pérez-Sanchez et al., 2011).

Asi se ha observado que Carnobacterium spp. es capaz de aumentar la respuesta inmune
innata en la trucha arcoiris frente patégenos como Aeromonas salmonicida vy Yersinia ruckeri
aumentando la actividad fagocitica, asi como la actividad de la mucosa intestinal mediante la

produccién de una mayor cantidad de lisozima (Kim y Austin, 2006).

Balcazar et al. (2007) administraron cepas con potencial efecto probidtico, Lactococcus lactis,
Lactobacillus sakei y Leuconostoc mesenteroides a trucha arcoiris durante dos semanas a una
concentracion de 106 UFC/g™. En comparacién con el grupo control, la actividad fagocitica de
los leucocitos HK y la actividad del complemento en suero fueron mayores en los grupos de
peces alimentados con probiéticos. En el caso de L. sakei, la produccién del anién superdxido
también se incrementd significativamente, sin embargo, no se detectd ningun efecto sobre la

actividad de la lisozima.

Con respecto a los efectos probidticos en el sistema inmune adaptativo, Arijo et al. (2008)
demostraron que la administracién de cepas probidticas resultaron en la expresién de
anticuerpos de reaccion cruzada que eran especificos para proteinas de la membrana externa
y productos celulares de patdgenos bacterianos, los cuales confieren un efecto protector
frente al ensayo que se realizé con Vibrio harveyi. Ademas, estos mismos autores también
demostraron que la dieta suplementada con probidticos (Aeromonas sobria, cepa GC2) inducia
proteccion en la trucha arcoiris contra las infecciones de la piel causadas por Aeromonas

bestiarum. Dicha proteccidn surgié como consecuencia del aumento de la respuesta fagocitica.

Ademas de los efectos directos, los efectos indirectos de los probidticos pueden conferir
beneficios para la salud del animal. Productos de fermentacién tales como acidos grasos de

cadena corta (butirato), son capaces de modular las funciones de barrera ante agentes



patdgenos y regular los procesos inflamatorios, debido a la disminucién de la permeabilidad
epitelial a través de la regulacién de las uniones de las proteinas y la supresion de citoquinas
pro-inflamatorias. Estos acidos grasos de cadena corta actuan como reguladores en ambos

mecanismos inmunitarios, tanto adaptativos como innatos (van Nuenen et al., 2005).

En los ultimos afios, numerosos autores han sugerido que la microbiota intestinal de los peces
puede desempefiar un papel importante como barrera defensiva contra las infecciones
entéricas (Birkbeck TH y Ringg, 2005; Ringg et al., 2005; Gémez y Balcazar, 2008).

La mayor parte de las bacterias utilizadas como probidticos en la acuicultura son agentes Gram
positivos, especialmente bacterias acido lacticas (BAL), pertenecientes una gran parte a los

géneros Lactobacillus, Carnobacterium vy Bacillus (Balcazar et al., 2006).

Las BAL son un grupo de bacterias, capaces de producir acido lactico como principal producto
final de la fermentacién de los carbohidratos. Dichas bacterias han demostrado ser eficaces
para el control de algunas enfermedades como la Edwardisellosis, la Forunculosis y las
Vibriosis (Chang y Liu, 2002; Iranto y Austin, 2002; Harikrishnan et al., 2010).

La aplicacidn continua de estas bacterias, y algunas Gram negativas en los salmdnidos, puede
conducir a altos niveles de colonizacidon de las mismas y llegar a modular la poblacién
microbiana del tracto gastrointestinal (Panigrahi et al., 2004, 2005; Aubin et al., 2005; Balcazar
et al., 2007; Bagheri et al., 2008).

Algunos autores como Balcazar et al. (2007) y Vendrell et al. (2008), observaron que
Leuconostoc mesenteroides era capaz de conferir proteccidon en truchas arcoiris frente a A.
salmonicida y L.garvieae respectivamente. La competicion por los nutrientes y los sitios de
adhesién podria ser el principal mecanismo de accién de esta cepa probiética, puesto que los
analisis moleculares realizados posteriormente demostraron su presencia en el intestino del

hospedador (Pérez-Sanchez et al., 2014).

Los géneros mdas comunes de bacterias Gram negativas para su uso como potenciales
probidticos en acuicultura son Aeromonas, Enterobacter, Pseudomonas, Shewanella y Vibrio
(Nayak, 2010).

La administracién por bafio de Pseudomonas fluorescens AH2 durante un periodo de 5 dias
redujo la mortalidad del 47 al 32% en truchas arco iris infectadas experimentalmente con

Vibrio anguillarum (Gram et al., 1999).



Una amplia gama de probiontes se ha aislado del tracto digestivo de los salmdnidos después
de alimentarlos con dietas suplementadas; estos probidticos son entre otros Aeromonas spp.,
Bacillus spp., Carnobacterium spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Lactococcus spp.,

Leuconostoc spp., P. acidilactici, Saccharomyces spp. y Vibrio spp (Merrifield et al., 2010).

Iranto y Austin (2002) demostraron la efectividad de A.hydrophila vy Vibrio fluvialis en el
control de infecciones causadas por A.salmonicida en explotaciones de trucha arcoiris. Por
otro lado, Pseudomonas sp. MSB1 fue capaz de inhibir el crecimiento in vitro de Fl.
psychrophilum, sugiriendo su papel como potencial probidtico en acuicultura, si bien seria

necesario llevar a cabo estudios adicionales in vivo (Storm-Bestor y Wiklund, 2011).

En la investigacion llevada a cabo por Boutin et al., (2012), obtuvieron siete cepas candidatas a
ser probidticos frente Fl. psychrophilum mediante técnicas in vitro, cumpliendo una serie de
requisitos exigidos para ello (aislados del mismo mucus de la piel de los ejemplares, ejercen
efectos antagonistas frente a la bacteria patdgena, etc). La adicion de los probidticos en
tanques de agua redujo significativamente la mortalidad de los peces infectados, lo que indicé
una concordancia entre el experimento in vitro con los experimentos in vivo llevados a cabo.
Sin embargo, solo testaron el efecto in vivo contra Fl. columnare ya que la infeccién se produjo
de forma natural después de un estrés debido a la manipulacién y no a un desafio contra el
propio patogeno (Fl. psychrophilum). A pesar de todo ello, no fueron capaces de identificar

claramente los mecanismos implicados en el fendmeno de exclusion competitiva.

Todo esto hace que la investigacion y posteriormente el uso de probidticos sea una de las
alternativas que cobre mas fuerza frente a los tratamientos convencionales, ya que se ha
observado que la administracion de los mismos de forma regular es capaz de inhibir la
proliferacién de agentes patdgenos mediante la activacién de unos mecanismos presentes en
el hospedador que favorecen fendmenos de exclusidn competitiva, un incremento de la

respuesta inmunitaria, asi como la produccién de sustancias antibacterianas.

Por todo lo expuesto, se planted un estudio preliminar con el fin de seleccionar la presencia de
cepas bacterianas obtenidas de la microbiota enddgena con potencial efecto probidtico frente

al agente etioldgico Fl. psychrophilum.



l1l. OBJETIVOS
El objetivo principal del presente trabajo fue aislar y seleccionar cepas bacterianas

procedentes de la microbiota enddgena de los peces con potencial efecto probidtico frente al

agente patégeno Fl. psychrophilum.

Para ello se marcaron los siguientes objetivos especificos:
1. Aislar e identificar fenotipicamente aquellas cepas bacterianas con potencial efecto

probidtico obtenidas a partir de brotes naturales de enfermedad.

2. Caracterizar preliminarmente las cepas aisladas mediante pruebas de inhibicion in vitro

frente a Fl. psychrophilum y/o resistencia a diferentes condiciones de pH y sales biliares.

IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1. Recepcion de peces

Para la realizacién de los diferentes estudios que se describen en este trabajo, se utilizaron
ejemplares de trucha arcoiris y trucha comun (Salmo trutta) en fase de alevin procedentes de
varias piscifactorias ubicadas en las Comunidades Auténomas de Aragdn y La Rioja, sobre los
que se sospechaba la presencia de la enfermedad de aguas frias, también denominada

sindrome del alevin.
Al mismo tiempo, se realizaron estudios de los brotes de enfermedad.

Dichos ejemplares, llegaron distribuidos en diferentes lotes al Laboratorio de Ictiopatologia de
la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza en un intervalo de tiempo muy corto
desde su captura (menos de 24 horas), correctamente embalados, etiquetados y a

temperaturas de refrigeracién (4-62C) para asegurar la supervivencia hasta su recepcion.



Figuras 1y 2. Lotes de peces que llegaron al laboratorio.

Los lotes remitidos, contenian en su mayoria ejemplares vivos, pero también llegaron animales

muertos debido a la gravedad de |la enfermedad y el estrés producido por el viaje.

Una vez en el laboratorio, y previo a la necropsia y posterior toma de muestras para analisis
bacteriolégico y molecular, los peces fueron sacrificados, mediante la sobredosificacion
anestésica con aceite de clavo (250 ppm). Para la toma de muestras se realizd una seleccion e

inspeccién de los peces.
IV.2. Diagnéstico/Anilisis microbioldgico

Para el aislamiento de Fl. psychrophilum, se utilizaron varios medios de cultivo sdlidos y
enriquecidos,-agar TYES, agar FLP (Hipra, Espafia) y agar Tripticasa Soja (TSA; Scharlau,
Espafia)-, a partir de siembras realizadas del mucus cutdneo y de los érganos internos
(intestino, higado, bazo y rifidn anterior). La temperatura de incubacion fue de 152C durante

72-96 horas.

La confirmacion de las cepas de Fl. psychrophilum aisladas se realizé por métodos moleculares

(Real-Time qPCR).

Del mismo modo, se realizé el aislamiento de las cepas bacterianas procedentes de la
microflora enddgena de los peces aparentemente sanos, en diferentes medios de cultivo como
el agar TYES, agar TSA y el agar MRS (Scharlau, Espafa), y en este caso, a una temperatura de

incubacidn de 222C durante 48-72 horas.



En cuanto a la identificacién fenotipica de las cepas candidatas, una vez aisladas, se llevo a
cabo mediante una serie de pruebas morfoldgicas de tincion especificas (tincidn de Gram) y
microscopia, asi como una serie de pruebas bioquimicas (catalasa, oxidasa, oxidacién-
fermentacidn, valoracidon de la movilidad, TSI (valoracion de la fermentacion de la glucosa,
lactosa y sacarosa, ademas de la produccion de H2S), Citrato de Simons, Esculina y Urea/Indol.
Ademas, se incluyeron sistemas de identificacién rapida APl 20NE y APl 20Strep (bioMérieux)

en algunas de las cepas que asi lo requerian.

Las cepas candidatas que presentaron propiedades antibacterianas se remitieron al Servicio de

Secuenciacién y Gendmica Funcional de la Universidad de Zaragoza para su secuenciacion.
IV.3. Seleccion de cepas candidatas con propiedades antibacterianas (Pruebas de Inhibicion)

Para la seleccion de agentes bacterianos con propiedades antibacterianas se utilizé el método

descrito por Nikoskelainen et al., (2001) y Strom-Bestor y Wiklund (2011).

Para ello se partié de las cepas aisladas previamente a partir de los peces aparentemente

sanos de cada uno de los casos descritos con anterioridad.

Las diferentes cepas de Fl. psychrophilum fueron sembradas en agar TYES utilizando
posteriormente 100 pL de la suspensién bacteriana a una concentracién de 10’ UFC/mL.
Posteriormente, se depositaron pequefias cantidades de cultivo fresco procedentes de
aquellas cepas que se pretendian estudiar. La temperatura de incubacién fue de 182C durante

5-6 dias.

N

Figura 3. Placa de agar TYES sembrada mediante la técnica del acimulo bacteriano.



IV.4. Caracterizacion de las cepas candidatas seleccionadas con efecto inhibitorio frente a FI.

psychrophilum

Una vez seleccionadas las cepas candidatas que mostraron efecto inhibitorio frente a las
distintas cepas de Fl. psychrophilum aisladas a partir de los brotes de enfermedad estudiados,
se procedié a realizar dos pruebas para realizar una caracterizacién preliminar de las mismas
seglin los métodos descritos por Pérez-Sanchez et al., (2011): tolerancia a distintas

concentraciones de sales biliares y a determinadas condiciones de pH.

Para determinar la resistencia a las sales biliares los cultivos se sembraron por duplicado en
agar MRS adicionados con 0%, 0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8% y un 1,0% de sales biliares (Oxoid,
Espafia); y se incubaron durante 48 h a una temperatura de 222°C. Estas siembras por duplicado
se hicieron de las diluciones 10°, 10%, 10°, 10° y 10" UFC/mL, respectivamente, con el objetivo

de realizar conteos bacterianos en las distintas placas.

Por otra parte, las bacterias candidatas, fueron también llevadas hasta una suspension de una
concentracion de 10” UFC/mL, para centrifugar 5 tubos de la bacteria con una concentracion
de 10° UFC/mL, eliminar el sobrenadante, y afiadir 4,5 mL de una solucién tamponada,
previamente ajustada con HCL a valores de pH de 1.0, 2.0, 3.0, 7.4 y 8.0, respectivamente. Las
suspensiones se incubaron durante 3 horas a una temperatura de 229C. Tras la incubacion, se
realizaron diluciones seriadas de todas las suspensiones con distintos pH, para realizar
siembras en placas de TYES de cada pH con concentraciones de la bacteria de 10*, 10° y 10°
con asa de Driglasky. Las siembras de todas y cada una de las suspensiones se hicieron por

duplicado. La lectura se hizo pasado un tiempo de incubacién de 48 h a una temperatura de

22°C.
V. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el periodo de estudio se registraron 5 brotes de Enfermedad de aguas Frias, en
explotaciones localizadas en la Comunidad Auténoma de Aragdn y la Comunidad Auténoma de

La Rioja, respectivamente (Tabla 1).

En la recepcién de los diferentes lotes de peces enfermos que llegaron al laboratorio, se pudo
observar ejemplares vivos y muertos. La mayoria de los alevines, presentaban oscurecimiento
de la piel, algunas erosiones en la misma, y un hallazgo muy caracteristico, el enrojecimiento

generalizado de las branquias de los peces.



Esta sintomatologia concuerda con la descripcién que describen Madsen et al., (2001), Elsayed
et al., (2006) y Robers (2012), incluso en algunos de los ejemplares se pudo observar signos

nerviosos como bien describen en sus articulos (natacién erratica y movimientos en espiral).

El conjunto de sintomas observados concuerdan con los resultados obtenidos en las pruebas
morfoldgicas, bioquimicas y moleculares (en las cuales se aislé e identificd FI. psychrophilum)

en todos los brotes analizados.

Figura 4. Alevines de los casos estudiados con hemorragias branquiales.

En todos los brotes, se diagnosticé como agente etioldgico responsable de la enfermedad Fl.
psychrophilum. La especie piscicola afectada fue la trucha comun.

Ademas del aislamiento de Fl. psychrophilum en los peces enfermos, se aislaron en los peces
sanos un total de 34 cepas bacterianas procedentes de la micro flora enddgena de los peces

analizados procedentes de la totalidad de los brotes estudiados (Tabla 1).

Tabla 1. Brotes de flavobacteriosis registrados a lo largo del periodo de estudio.

ORIGEN ESPECIE AG. PATOGENO REF. LABORATORIO N2 CEPAS
(FECHA) AISLADAS
La Rioja Trucha comun  Fl. psychrophilum Caso 2/15 12
(27/02)

La Rioja Trucha comun = Fl. psychrophilum Caso 4/15 6
(13/04)

Aragon Trucha comun  Fl. psychrophilum Caso 6/15 8
(16/04)

Aragon Trucha comun  Fl. psychrophilum Caso 7/15 6
(22/04)

Aragén Trucha comin  Fl. psychrophilum Caso 9/15 2

(23/04)



A partir de las mismas, se aislaron un total de 22 cepas que fueron capaces de producir halos
de inhibicidn en las pruebas in vitro realizadas, de todos los brotes estudiados (Tabla 2). Todas
ellas forman parte de la microflora endégena de los peces, ademas de ser saproéfitos del medio
ambiente, aunque algunas de estas cepas, en determinadas condiciones pueden comportarse
como agentes patdgenos secundarios, como por ejemplo Aeromonas hydrophila,

Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida (Austin y Austin, 1993; Robers, 2012).

Para ello, se consideré que un halo de inhibicién mayor o igual a 3 mm de didmetro producido
por una bacteria, ésta presentaba propiedades inhibitorias, en base a distintas publicaciones

(Balcazar et al., 2006).

Estas cepas representan el 1-2% de la microbiota total presente en el mucus cutaneo de los

salmédnidos (Boutin et al., unpublished).

Se decidié seleccionar tres cepas bacterianas para continuar con la caracterizacidon de estas
tres cepas candidatas con cardacter inhibitorio frente a Fl. psychrophilum. Dichas colonias
fueron la cepa 5 A.hydrophila, la cepa 7 Ps. fluorescens y la cepa 10 Ps. putida, todas ellas

procedentes del caso 2/15 (Tabla 2).

La seleccion de estas tres cepas y no otras se realizé en base a los resultados obtenidos en
funcién del potencial inhibitorio que mostraron en las pruebas laboratoriales in vitro.
Esas tres cepas, forman parte de la microflora endégena de los peces, y se comportan como
organismos saproéfitos, pero ninguna de las tres son bacterias acido lacticas (BAL). Los
resultados obtenidos por otros autores en estudios similares mostraron un mayor aislamiento
de BAL (bacterias consideradas generalmente como seguras por la Organizacion Mundial de la
Salud). Existen estudios previos en los que se ha demostrado que algunas BAL tienen la
capacidad de sintetizar bacteriocinas (Balcazar et al., 2006, Pérez-Sanchez et al., 2011).
Pero en nuestros casos, no fueron aisladas de la microflora endégena (salvo una colonia,

Lactococcus lactis lactis, la cual no produjo halo inhibitorio).

Boutin et al.,, (2012), en un estudio de cepas antagodnicas frente Fl. columnare 'y Fl.
psychrophilum, obtuvieron un total de 7 cepas bacterianas con efecto inhibitorio frente a estas

dos bacterias.



Tabla 2. Identificacion de las colonias de la flora comensal que mostraron halo de inhibicidn.

REF. LABORATORIO REF. CEPA IDENTIFICACION
CASO 2/15 coL1 Sphingomonas paucimobilis
CASO 2/15 CoL2 Acinetobacter haemolyticus
CASO 2/15 CcoL3 Acinetobacter junii/ johnsonii
CASO 2/15 coL4 Pseudomonas fluorescens
CASO 2/15 COL5 Aeromonas hydrophila
CASO 2/15 CcoLe Acinetobacter haemolyticus
CASO 2/15 CcoL7 Pseudomonas fluorescens
CASO 2/15 COoL9 Lactococcus lactis lactis
CASO 2/15 coL 1o Pseudomonas putida
CASO 4/15 coL1 Bacillus spp
CASO 4/15 COL2 Streptococcus constellatus
CASO 4/15 coL4 Aerococcus viridans
CASO 4/15 CoL6 Pseudomonas fluorescens
CASO 4/15 coL7 Chryseobacterium indologenes
CASO 4/15 coL 10 Ps.fluorescens
CASO 6/15 coL1 Sphingomonas paucimobilis
CASO 7/15 coL1 Sphingomonas paucimobilis
CASO 7/15 coL4 Aerococcus viridans
CASO 7/15 CoL6 Chryseomonas luteola
CASO 7/15 COoL8 Pseudomonas stutzeri
CASO 9/15 coL1 Pseudomonas maltophilia
CASO 9/15 CoL3 Pseudomonas putida
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Figura 5. Sphingomonas paucimobilis, cepa productora de halo inhibitorio.

Los resultados de las pruebas de inhibicién muestran que el mecanismo implicado en el efecto
antagonista contra la bacteria patdgena fue una exclusidén competitiva o la sintesis de

antimicrobianos frente a la misma.

Este concepto de la exclusion competitiva ejercido por los probidticos contra patdgenos fue
descrito en las especies piscicolas, crustaceos y otros organismos acudticos por Balcazar et al.,
(2004). La exclusion competitiva es el modo de accion de los probidticos mas esperanzador
porque implica muchos procesos y factores que son esenciales en la dinamica microbiana

(Smith, 1993).



Con las tres cepas candidatas seleccionadas, se llevaron a cabo una serie de pruebas con el fin
de establecer el grado de supervivencia que presentaban éstas a diferentes condiciones de pH

y sales biliares.

En una primera parte, con unas suspensiones bacterianas de concentracion 10° v 10%,
obtuvimos unos resultados tras la incubacion y exposicion a las diferentes concentraciones de
sales biliares que eran incontables en placa debido a su crecimiento, por lo que se decidié
repetir el ensayo pero esta vez con suspensiones bacterianas de menor concentracion,
exactamente 10°, 10% y 10", para asi tratar de obtener resultados que fuesen posible su lectura

(Anexo |, tabla 3; Anexo |, tabla 4; Anexo |, tabla 5).

En las pruebas realizadas, todas las cepas probiéticas candidatas mostraron una tolerancia
relativa a diferentes condiciones de sales biliares. Todas las cepas lograron sobrevivir altas
concentraciones de sales biliares. Aunque en humanos si, la concentracidn fisiolégica de bilis

en los peces no ha sido establecida por el momento.

Las mismas cepas candidatas fueron enfrentadas a una serie de pH también conocidos (Anexo

|, tabla 6; Anexo |, tabla 7; Anexo |, tabla 8).

Todas las cepas probidticas candidatas mostraron una tolerancia relativa a diferentes
condiciones de pH. Se observd un mayor porcentaje de supervivencia frente a valores de pH
entre 7.4-8. Sin embargo, valores de pH inferiores a 3.0 inhibieron el crecimiento de todas las
cepas candidatas estudiadas, salvo Pseudomas putida, que los recuentos a pH 3 fueron muy

superiores en comparacion a las otras dos cepas estudiadas (Anexo |, tabla 7).

Sin embargo, el pH mas basico al que fueron sometidas las colonias en este ensayo (pH 8),
produjo una disminucidn en los recuentos bacterianos en comparacion con el pH de 7.4 salvo

en el caso de Pseudomonas fluorescens, que fue al contrario (Anexo |, tabla 8).

En base a estos resultados, las tres cepas bacterianas cumplen varios criterios para en un
futuro, poder realizar un experimento in vivo de validacidon de los resultados obtenidos in
vitro. En primer lugar, las tres cepas fueron aisladas del mucus de la piel de los propios peces.
En segundo lugar, las cepas fueron capaces de adherirse y colonizar el mucus. En tercer lugar,
todas ellas ejercieron efectos antagonistas contra Fl. psychrophilum por exclusidon competitiva
de nutrientes y/o sintesis de compuestos antimicrobianos (Verschuere et al., 2000).
Ademas, toleraron las diferentes concentraciones de sales biliares y las bajas condiciones de

pH relativamente.



Por todo ello, y pudiendo realizar en un futuro diferentes pruebas de caracterizacién de las
cepas bacterianas seleccionadas, A.hydrophila, Ps. fluorescens y Ps. putida, pueden ser
consideradas en posteriores investigaciones durante el proceso de seleccién de cepas

probidticas.

VI. CONCLUSIONES

1. La caracterizacién fenotipica ha puesto de manifiesto el aislamiento mayoritario de

bacterias que tienen su origen en la microflora pez.

2. De todas cepas aisladas sélo A.hydrophila, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas putida
han presentado un efecto inhibitorio suficiente frente a Flavobacterium psychrophilum para

ser considerarlas como bacterias candidatas.

3. La utilizacidon de cepas con potencial efecto probidtico aisladas en este trabajo podrian
constituir una alternativa eficaz para la prevencion de la enfermedad de aguas frias si bien es

necesario completar todavia el protocolo de seleccion de las mismas.

CONCLUSIONS

1. Phenotypic characterization has revealed the majority isolation of bacteria originating in fish

microflora.

2. Of all bacteria isolates only A.hydrophila, Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas
putida have presented a sufficient inhibitory effect against Flavobacterium psychrophilum to

be consider as candidates bacteria.

3. The use of bacteria with probiotic potential effect isolated in this work could be an effective
alternative for preventing the disease cold water while it is still necessary to complete the

protocol for selecting them.

VII. VALORACION PERSONAL

Esta ultima asignatura de la titulacion en forma de trabajo ha supuesto una fuente de

aprendizaje y evolucion como estudiante y como futuro profesional de la veterinaria.

En primer lugar, la propuesta de este trabajo del director experto en la acuicultura me ha

brindado la oportunidad de profundizar en el conocimiento de profundamente una de las



enfermedades mas importantes que aparecen en la produccién de especies salmonicolas de
este pais, la Enfermedad de Aguas Frias. En cuanto a este nivel de conocimiento de la misma,
cabe destacar la mejoria en mis habilidades para la gestién de la informacién tras este trabajo.
También he conocido nuevas fuentes de busqueda para trabajos cientificos y de investigacion,

pudiendo ser de utilidad en futuros trabajos.

En segundo lugar, el trabajo que he desempefiado junto a una técnico de laboratorio. He
aprendido a preparar diferentes medios de cultivo, nuevas técnicas de siembra de bacterias
gue hasta entonces me eran desconocidas, el manejo y la configuracién de aparatos como el

autoclave, espectrofotdmetro, balanzas de precisidn, etc.; que hasta entonces desconocia.

También he aprendido a conservar cepas bacterianas mediante la congelacion, realizar
aislamientos bacterianos, tomar muestras de los casos de enfermedad que llegaban al
laboratorio, analizar las diferentes sintomatologias de los lotes que llegaron, realizar y conocer
el fundamento de las diferentes pruebas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares para la
identificacion bacteriana, conocer y poner en marcha pruebas in vitro de inhibicién bacteriana,

etc.

Al mismo tiempo, una experiencia muy enriquecedora para mi persona ha sido el compartir el
trabajo diario con una persona en el laboratorio de forma continua, y esporadicamente con el
diferente personal del departamento de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de

Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.

Tercero, aprender a referenciar las citas bibliograficas que he tenido que usar en este presente
trabajo de forma correcta, asi como sus posteriores referencias bibliograficas en el apartado

de bibliografia, tanto de libros, paginas web, articulos cientificos o tesis doctorales.

Cuarto, mejorar la lectura y comprensidon de articulos cientificos en inglés, asi como la

expresion escrita en el mismo idioma.

Por ultimo, y no por ello menos importante, considero que este trabajo ha sido una
experiencia muy enriquecedora para terminar con los cinco afos de carrera, conociendo de
primera mano una de las muchas opciones laborales que brinda la Veterinaria, el trabajo de
investigacion. Después de varios meses realizando pruebas, eligiendo medios de cultivo y
técnicas para obtener los mejores resultados, afortunadamente obtuvimos resultados en el
trabajo al seleccionar tres cepas que fueron potencialmente productoras de halos de inhibicién

frente al patégeno productor de la enfermedad.
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