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Durante las ultimas décadas el uso excesivo de antibidticos en la prevencion y tratamiento
de enfermedades que afectan al cultivo de peces, trae consigo la aparicion de reservorios
bacterianos resistentes a antibioticos, no solo en animales, también en el medio acuatico,
con el consiguiente peligro para la salud humana y el medo ambiente. En este contexto, es
necesaria la introduccion de nuevas técnicas sostenibles que garanticen el tratamiento de
estas enfermedades de forma inocua. Entre estas técnicas destaca el empleo de cepas
bacterianas productoras de bacteriocinas, tanto por su efecto inhibitorio, como por los
efectos beneficiosos en el hospedador.

El objetivo de este estudio consiste en la caracterizacion de cepas bacterianas con
actividad bacteriocinogénica. Para ello, se aislaron 198 colonias del intestino de 19
especies diferentes de peces salvajes procedentes del Mar Cantabrico, en medio de cultivo
TSA en base a su morfologia, color y brillo. Para comprobar la actividad antagonista de
estas cepas se realizaron enfrentamientos con especies del género Vibrio, Photobacterium
y Shewanella. Se detectaron 15 cepas con actividad antagonista frente al menos una cepa
patogena, de entre las cuales, 4 presentaron actividad inhibitoria frente a mas de un
patogeno. La identificacion de estas cepas se hizo mediante la secuenciacion del gen 16S
ARNTr, presentando una homologia > 97% frente a Alcaligenes faecalis y Myroides
marinus. Finalmente se estudio el efecto de los pardmetros fisico-quimicos en la actividad
bactericida (pH, T* y proteasas.)

Over the last decades, the overuse of antibiotics in treatment and prevention of fish
farming diseases, leads the emergence of antibiotic resistant bacterial reservoirs, both in
animals and aquatic environment, with consequent threat for human health as well as the
environment. Within this context, the imperious need to introduce new sustainable
techniques to ensure the treatment of these deseases in a harmless manner is completely
necessary. Among these techniques, the use of bacterial strains producing bacteriocins
might be considered as a affable alternative, not only for its inhibitory effect, also for the
beneficial effects in the host.

This study is aimed to characterize bacterial strains with bacteriocin producing activity.
To assess their bacteriocin producin activity 198 strains were isolated from
gastrointestinal tract of 198 different Cantabrian Sea wild fish species. TSA culture was
used in order to isolate the strains according to its color morphology and shine. Among a
total of 15 strains were found to produce bacteriocins against the aquaculture pathogenic
generous Vibrio, Photobacterium and Shewanella, reflecting that the highiest antagonistic
effect was shown by 4 strains.

The bacterial strains were identified as Alcaligenes faecalis and Myroides marinus on the
basis of PCR amplification of 16S ribosomal RNA gene followed by sequencing (>97%
of homology). Finally the antibacterial activity was performed by three different
treatments: thermostability, enzymes effect and pH effect.
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1. INTRODUCCION.

El rapido crecimiento demografico propiciado por el aumento del nivel adquisitivo y la
urbanizacion han provocado un incremento en el consumo de alimentos de origen
marino hasta alcanzar un valor medio anual del 3,2%, valor que supera la tasa de
crecimiento de la poblacion mundial (1,6 %). Este aumento en el consumo de este tipo
de alimentos ha suscitado la necesidad de introducir nuevas practicas de pesca
sostenible, entre las que destacan la acuicultura, situandose en el afio 2012 en su

maximo historico con una produccion de 90,4 millones de toneladas [1].

Esta intensificacion en las practicas acuicolas trae como consecuencia una mayor
incidencia de patologias debidas, en su mayor parte, al uso excesivo de antibidticos
empleados no solo para el tratamiento de las mismas, sino también para su prevencion.
Por esta razon, uno de los principales problemas a los que se enfrenta esta industria es la
aparicion de transferencias de reservorios de bacterias resistentes a antibidticos a otros
microorganismos acuaticos, siendo de especial preocupacion la transferencia a otros
patogenos animales y de origen humano, y el acumulo de residuos antimicrobianos en
los productos derivados de la acuicultura, con su consiguiente peligro para la salud

humana y el medio ambiente [2].

Una alternativa propuesta al uso de antibidticos consiste en la introduccion de cepas
probioticas en los tanques de cultivo, para evitar la formacion de agregados bacterianos
resistentes (biofilms) en las instalaciones o en el material empleado para la
manipulacion de los mismos. Por otro lado, también se ha observado que el suministro
de una dieta enriquecida con microorganismos probidticos proporciona una mejora del
sistema inmune, la asimilacion de nutrientes y el desarrollo normal del animal, evitando
asi una infeccién por patdogenos en situaciones de estrés, muy comunes al manipular

peces en condiciones de cautividad. [2].

Segtun Verschuere y col. (2000), un probiotico es un “suplemento vivo microbiano que
tiene efectos beneficiosos en el hospedador modificando la flora asociada al mismo y la
flora asociada al ambiente”. El efecto beneficioso de estos microorganismos viene
asociado a sus diferentes mecanismos de accion, entre los que destacan, por una parte,
la competencia por compuestos quimicos disponibles y por lugares de fijacion en la
mucosa intestinal, asi como el aumento de la respuesta inmune, asociada a la sintesis de

sustancias que tienen un efecto positivo en las funciones que regulan el sistema inmune



del hospedador. Por otra parte la produccion de compuestos inhibidores como peroxido
de hidrégeno, diacetilo, compuestos organicos de cadena corta que modifican el pH, y

bacteriocinas, provocan la muerte o impiden el crecimiento de organismos patégenos.

Entre estas sustancias inhibitorias de microorganismos patdgenos, son de especial
interés las bacteriocinas, que son péptidos de sintesis ribosomal, con o sin
modificaciones postraduccionales, producidos y secretados por bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas y que poseen actividad antimicrobiana (bactericida o

bacteriostatica) [3].

1.1. Clasificacion de las bacteriocinas.

La clasificacion de las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas atiende a
sus rasgos estructurales como tamano molecular o sensibilidad a la temperatura,
mientras que en Gram negativas, la clasificacion se basa en criterios funcionales, como
los mecanismos necesarios para su reconocimiento en las células diana, o los que
provocan la muerte celular de las mismas. [4]. Dentro de las bacterias Gram positivas,
las que se encuentran citadas en este trabajo, hacen referencia al grupo de bacterias mas

estudiadas, las bacterias de acido lactico (BAL).

Clasificacidn de bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas

Las bacteriocinas pertenecientes al grupo de las bacterias del acido lactico (BAL) son
las estudiadas de una forma mas extensiva a la hora de establecer su clasificacion y un
mecanismo de accidn, no solo por ser las mas utilizadas en el procesamiento y
conservacion de alientos, sino también, por su creciente empleo como probiodticos en
humanos, animales terrestres y ultimamente en animales acuéticos. [3]. Segin esta

clasificacion las bacteriocinas de las BAL se dividen en cuatro clases [3]:

* C(Clase I o Lantibitticos. Bacteriocinas termoestables, policiclicas de pequefio
tamafio molecular (<5kDa), que presentan aminoacidos poco usuales en su
composicion, que se generan postraduccionalmente por la deshidratacion de
residuos serina (Ser) y treonina (Tre), que origina deshidroalanina (Dha) y
deshidrobutirina (Dhb) respectivamente. La Nisina es la mas caracterizada
dentro de este grupo. En funcion de su estructura y modo de accion, los

lantibioticos se subdividen, a su vez, en dos grupos.



o Tipo la. Lantibidticos flexibles, elongados y catidnicos que actiian a
nivel de membrana plasmatica formando poros. Este grupo se subdivide
en:

= Subgrupo Ial, que incluye los lantibidticos elongados cuya
secuencia lider, del tipo Phe-Asn-Leu-Asp-Val es procesada por
una serin-proteasa (NisA).

= Subgrupo a2, que incluye los lantibidticos elongados cuya
secuencia lider, del tipo “doble glicina” (Gly-Gly) es procesada
por un transportador del tipo ABC, como es el caso de la
citolisina.

o Tipo Ib. Lantibidticos globulares, neutros o anidnicos e hidréfobos, que
son inmunologicamente activos y actiian como inhibidores de enzimas.

* C(Clase II o no lantibidticos. Bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (<10
kDa), con un punto isoeléctrico elevado, termoestables, sin aminodcidos
modificados postraduccionalmente y que actian a nivel de la membrana
citoplasmatica.

o Subclase Ila. Son bacteriocinas del tipo/familia pediocina con una
potente actividad anti-listeria, y un elevado grado de homologia
estructural (40-60%), especialmente en la region amino terminal, en la
que se incluye la secuencia consenso Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-X-Cys-X4-
Cys-X-Val (done X representa un residuo aminoacidico no conservado).

o Subclase IIb. Son bacteriocinas cuya actividad antimicrobiana total
depende de la accion complementaria de dos péptidos.

o Subclase Ilc. Bacteriocinas de la clase II que no se incluyen en ninguna
de las subclases anteriores.

* C(Clase III. Bacteriocinas de elevado peso molecular (>30kDa), constituidas
exclusivamente por aminoacidos no modificados y termolabiles (Helveticina J).

* C(Clase IV. Son bacteriocinas complejas que estan integradas por una parte
proteica y una o mas fracciones lipidicas y/o glucidicas necesarias para su

actividad biolodgica. (Leucocina S).

Clasificacidn de bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas.

Estos péptidos se clasifican en tres grupos principales [3]:



Las colicinas son bacteriocinas producidas por E. coli que se caracterizan por su
tamafio molecular relativamente grande (25-80 kDa);su produccion estd inducida
por condiciones de estrés ligadas a la respuesta SOS de las células (e.g., niveles
reducidos de oxigeno y nutrientes); su sintesis es generalmente letal para la
célula productora; interaccionan con las células diana a través de receptores
especificos de la superficie celular, lo que determina la especificidad en el
reconocimiento de las mismas; su estructura se divide en dominios: un dominio
N-terminal (implicado en la translocacion de la bacteriocina al interior de la
célula diana), un dominio central (implicado en la interaccion con el receptor) y
un dominio C-terminal (implicado en la lisis celular y la inmunidad); y la
localizacion plasmidica de las agrupaciones génicas que codifican su produccioén
e inmunidad.

Las microcinas son bacteriocinas producidas por E. coli caracterizadas por su
tamafio molecular relativamente pequefio (<10 kDa);su produccion no inducida
por el sistema SOS; su sintesis no es letal para la célula productora; su secrecion
generalmente durante la fase de crecimiento exponencial; provocan el la célula
diana la formacion de poros en la membrana celular o mediante la
desestabilizacion del potencial de membrana; y un espectro de accion frente a
enterobacterias es mas amplio que el de las colicinas. Las microcinas se agrupan
en dos clases (I y II) segun la presencia de aminodcidos modificados
postraduccionalmente:

o Clase I agrupa las microcinas de tamafio molecular <5 kDa, con
modificaciones postraduccionales y que ejercen su actividad
antimicrobiana sobre dianas intracelulares.

o Clase II agrupa a las microcinas de mayor tamafio molecular (7-10 kDa)
y se subdivide en dos subclases:

= Subclase Ila. Se caracterizan por la ausencia de modificaciones
postraduccionales, la posible presencia de puentes disulfuro y su
actividad sobre la membrana citoplasmatica.

= Subclase IIb. Incluye microcinas lineales que sufren una
modificacion postraduccional en el extremo C-terminal por la
uniéon covalente de un grupo catecol sideroforo de tipo

salmocelin.



* Las piocinas son bacteriocinas producidas por Pseudomonas aeruginosa que se
dividen en:

o Piocinas del tipo R. Son cilindros huecos que actuan desestabilizando el
potencial de membrana de la célula sensible.

o Piocinas del tipo F. Con forma de varilla no contractiles, con una
estructura cuadrada en un extremo y una estructura fibrilar en el otro
extremo

o Piocinas del tipo S. Son mas pequefias (similares a las colicinas),
solubles, sensibles a las proteasas y con un modo de accidén consistente
en la formacion de poros o en su actividad nucleasa frente al ADN y

ARN.

1.2. La microbiota del tracto gastrointestinal de peces.

Los peces son organismos acuaticos cuyas superficies externas e internas (tracto gastro
intestinal) estan expuestas a patdgenos potenciales. En el caso del tracto intestinal, una
via de entrada de estos microorganismos se produce con la ingesta de agua durante la
alimentacion y también con la empleada para mantener los procesos de osmorregulacion
en los primeros estadios larvarios, en los que la larva no precisa de la ingesta de

alimento [5].

Los peces, una vez que eclosionan, no cuentan con un sistema inmune especifico
desarrollado, por lo que la proteccion frente a patdgenos debe proceder de mecanismos
de defensa no especificos, algunos de los cuales son aportados por la madre. Sin
embargo, después de la eclosion, el tejido linfoide no se encuentra funcionalmente
maduro, por lo que esta transferencia de antigenos al huevo desde la madre no es
suficiente para hacer frente a enfermedades infecciosas [5]. Por esta razon, es necesario
que la flora intestinal ejerza un estimulo antigénico en el tejido linfoide asociado al
tracto gastrointestinal (GALT, del inglés gut-associated lymphoid tissue), clave en la
activacion y desarrollo de mecanismos de defensa implicados en el mantenimiento del

correcto estado de salud intestinal [5].

En este sentido, entre los organismos presentes en la microbiota intestinal de peces se
encuentran A. hydrophila, Acinetobacter, Bacillus, Flavobacterium, Pseudomonas,
todas ellas representativas de la familia Enterobacteriaceae, asi como bacterias

anaerobias obligadas del género Bacteroides, Clostridium y Fusobacterium. Las



bacterias del acido lactico (BAL) también estan presentes (Lactobacillus, Lactococcus,

Streptococcus, Leuconostoc y Carnobacterium spp.) [6].

Factores que afectan a la flora intestinal.

La flora intestinal presente en el pez adulto es una compleja mezcla de microorganismos

que interactuan entre ellos y con el hospedador, provocando efectos beneficiosos o

perjudiciales en el mismo. La colonizacion bacteriana en animales cultivados, y las

consecuencias para el estado de salud del hospedador, dependen del mantenimiento de

las condiciones ambientales y sanitarias de medio. Sin embargo, las fuerzas selectivas

que tienen lugar en el intestino del hospedador también son muy importantes en el

establecimiento de la microbiota del tracto intestinal. Para que esta interaccion sea

beneficiosa, el buen estado de salud del animal es imprescindible, sin embargo, hay

multiples factores que pueden afectar a este equilibrio. [5]

a)

b)

Cambios en la dieta y el estrés. Los cambios en la actividad enzimatica,
producen diferencias en el contenido de polisacaridos, disacaridos, carbohidratos
y proteinas presentes en la dieta, que afectan en ultima al equilibrio de la
microbiota intestinal. [5]. Por otra parte, factores como el transporte de peces o
la retirada de comida son causantes de estrés en el animal, provocando cambios
en la microflora, al disminuir el nimero de lacobacilus con el consiguiente
incremento de enterobacterias [5].

Medicamentos. Muchos de los antibidticos empleados para tratar las infecciones
ocasionadas por patogenos son de amplio espectro, provocando que la
microbiota innata se vea alterada en términos de numero y diversidad de
poblaciones. Cualquier reduccion en los niveles de diversidad se traduce en una
reduccién de proteccion que proporciona la microbiota intestinal, con la
consiguiente proliferacion de patdogenos oportunistas que colonizan nuevos
nichos que antes no estaban disponibles debido a la previa competencia por
lugares de fijacion. De forma adicional, el reservorio de genes de resistencia a
antibidticos de los restos de bacterias innatas del pez, puede ser transferido a los
oportunistas o patogenos, con el consiguiente incremento de nuevas resistencias
a antibioticos [7].

Factores ambientales. La estabilidad de la microbiota intestinal estd influenciada
por cambios estacionales. Los estudios realizados por Hovda et al. (2011), en el
salmon atlantico muestran que la presencia de bacterias lacticas (Lactococcus,
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Weissella y Lactobacillus) esta presente durante todo el afio, mientras que la
presencia de bacterias Gram negativas (Vibrio y Photobacterium) esta solo

presente en alguna épocas de afio. [7].

1.3. Efectos beneficiosos de las bacterias Gram negativas en el tracto

castrointestinal.

Por una parte, los aislamientos de E.coli del intestino de peces han demostrado tener un
reservorio de genes de resistencia antibidticos de importancia en medicina humana. Por
otra parte las microcinas producidas por la familia Enterobacteriaceae y las microcinas
M y H47 producidas por la cepa E. coli Nissle 1917 (EcN) resultan beneficiosas para el

hospedador al inhibir patogenos causantes de enfermedades [6].

1.4. Efectos beneficiosos de las bacterias Gram positivas en el tracto

castrointestinal.

Las bacterias lacticas como Bacillus spp. (S11) aumentan la proteccion frente a
enfermedades activando la respuesta humoral y celular en el hospedador, sin embargo,
también son capaces de inhibir patogenos. Es el caso de B. subtilis aislada del intestino
de la carpa india, que inhibe a P. fluorescens. Por otra parte la colonizacion intestinal
por BAL endogenas previene el desarrollo de forunculosis en la trucha arcoiris.
Finalmente, la administracion oral de C. butyricum en Oncorhynchus mykiss refuerza la

actividad fagocitaria de los leucocitos [6].

2. OBJETIVOS.

1. Aislamiento de cepas procedentes de la microbiota intestinal de peces salvajes.

2. Estudio de la sensibilidad de determinados patogenos de peces frente a los
microorganismos aislados.

3. Identificacion genética de los microorganismos aislados mediante secuenciacion
del gen 16S ARN.

4. Caracterizacion fisico-quimica de la actividad bacteriocinogénica,



3. MATERIAL Y METODOS.

3.1. Cepas bacterianas y aislamiento.

Para el aislamiento de las posibles cepas probidticas se muestrearon un total de 19
especies que fueron capturadas en las costas de Cantabria durante la “VII Quedada de

pesca submarina solidaria de Santander 2014” (tabla 1).

Especie Sexo
Pinto (Labrus bergylta) Hembra
Cabracho (Scorpaena scrofa) Macho
Faneca (Trisopterus luscus) Hembra
Congrio (Conger conger) Hembra
Perla (Lithognatus mormyrus) Macho
Faneca real (Trisopterus luscus) Hembra
Abadejo (Pollachius pollachius) Macho
Lubina (Dicentrarchus labrax) Hembra
Mojarra (Diplodus vulgaris) Hembra
Sargo (Diplodus sargus cadenati) Hembra
San Martin (Zeus faber) Hembra
Pintarroja (Scyliorhinus canicula) Macho
Medregal (Seriola dumerili) Macho
Dorada (Sparus aurata) Macho
Sargo picudo (Diplodus puntazo) Hembra
Denton (Dentex dentex) Hembra
Salmonete (Mullus surmuletus) -
Ballesta (Balistes capriscus) Hembra
Mulle (Mugil cephalus) Macho

Tabla 1. Especies capturadas.

La diseccion de los ejemplares se realizd a las pocas horas de su muerte y de forma
aséptica. Una vez realizada la extraccion del paquete intestinal, éste se introdujo en
tubos estériles para su transporte a 4°C al laboratorio. Las muestras fueron procesadas

dentro de las 2 horas siguientes a su obtencion.

Los intestinos fueron suspendidos en 10 mL de PBS estéril (Sigma-Aldrich) y se
homogeneizaron durante 5 minutos en un Stomacher®. Posteriormente se realizaron

diluciones seriadas de las muestras (1/10 a 1/1000), para realizar la siembra de 100 pl
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de cada una de ellas en medio de cultivo TSA (Pronadisa) suplementado con 15% NacCl.
Las placas se incubaron a 30°C, en aerobiosis, durante 2-7 dias hasta observar la

aparicion de colonias.

Se seleccionaron diferentes colonias, en base a su morfologia, color y brillo, que fueron
sembradas de nuevo en medio TSA (Pronadisa) suplementado con 15% NaCl e
incubadas a 30°C en aerobiosis hasta la obtencion de cultivos puros. Para su
conservacion hasta su analisis, los microorganismos se crecieron en TSB (Pronadisa)
suplementado con NaCl al 15% y se congelaron a -80°C adicionando al medio de

cultivo glicerol al 15%.

3.2. Deteccion y cuantificacion de las actividades inhibitorias.

Ensayo directo de la actividad antimicrobiana.

Para realizar una seleccion de los microorganismos que poseian actividad
bacteriocinogénica, las cepas aisladas se crecieron directamente sobre placas con TSA
semisolido (7,5% de agar) en las que se habia inoculado un césped de microorganismos

indicadores [8].

Cepa Especie Procedencia

16/00

14/00

13/01 Vibrio harvey Aisladas de Solea senegalensis
34/03

35/03

41/01 Photobacterium damselae  Aisladas de Solea senegalensis
SH2

SH4

SH6 Shewanella sp. Aisladas de Anguilla anguilla
SH16

SH19

Pdp 11 Shewanella putrefacienc Aislada de Solea senegalensis
Pdp 13 Shewanella baltica Aislada de Solea senegalensis
Va Vibrio anguillarum Cepa de coleccion

Vsp Vibrio splendidus Cepa de coleccion

Tabla 2. Cepas de microorganismos patdgenos.



Como cepas indicadoras se emplearon 15 cepas de microorganismos patdgenos
procedentes de la planta de cultivo del Instituto Espafiol de Oceanografia de Santander y

de la Universidad de Malaga (tabla 2).

Ensayo de la actividad inhibitoria: técnica de difusidén en agar.

Para estudiar la actividad inhibitoria de los sobrenadante se utiliz6 la técnica de difusion
en agar [9], estudiando la presencia (+) o ausencia (-) de halo de inhibicidon. Se
comprobo la sensibilidad que mostraban las 15 cepaspatogenas de peces (se emplearon
las mismas que en el ensayo anterior) a los compuestos bactericidas producidos por los

microorganismos aislados.

Se sembraron en masa los microorganismos patégenos en placas con 15 ml de medio
TSB semisolido, a las que se anadid diferentes cantidades (Sul, 10ul o 20ul) de un
cultivo inoculado del dia anterior de las cepas patdgenas para obtener un crecimiento en
césped homogéneo. Una vez solidificado el agar del medio de cultivo, mediante un asa
de siembra, se sembraron las cepas objetivo, después de haber sido aisladas el dia
anterior mediante siembra por agotamiento en medio TSB semisolido. Las placas se
dejaron incubar en una estufa a 30°C durante dos noches. Una vez realizado el ensayo
se seleccionan las cepas productoras que presentan un efecto inhibitorio frente al mayor

numero de microorganismos patdogenos de peces.

3.3. Caracterizacion preliminar de las actividades antimicrobianas.

Para realizar este ensayo se realizo la inoculacion a partir de una colonia de cada una de
las cepas que presentaban actividad inhibitoria en el ensayo anterior (procedentes de
placas con medio TSB) en 10 ml de medio TSB liquido. Se dejaron crecer durante una
noche y al dia siguiente se centrifug6 el sobrenadante a 5.000 rpm durante 10 min. El
pellet de células bacterianas se congeld a -20 °C para su posterior secuenciacion, y el
sobrenadante, se utilizd para la caracterizacion de la actividad inhibitoria de las
sustancias bactericidas, mediante tratamientos enzimaticos y térmicos, asi como para

evaluar el efecto del pH sobre las mismas.

Para la obtencion de los sobrenadantes que se emplearon en estos ensayos no se realizd
su filtracion, puesto que se observd que €stos perdian la actividad inhibitoria al pasar
por un filtro de policarbonato de 0,2 um. Por ello, los sobrenadantes se obtuvieron

mediante centrifugacion a 5.000 rpm durante 10 min y se recogieron tan pronto como
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los tubos fueron sacados de la centrifuga para evitar la presencia de células del cultivo

en los mismos.

El estudio de la presencia o ausencia de actividad inhibitoria de los sobrenadantes se
realizd mediante la técnica de difusion en agar anteriormente descrita. En este caso
solamente se utilizaron las cepas indicadoras SH16 y SH2, puesto que eran las que

presentaban una mayor sensibilidad a todas las cepas objetivo aisladas.

Tratamiento térmico.

Para estudiar la termorresistencia de las actividades inhibitorias de las cepas
seleccionadas, se incubaron los sobrenadantes en un bafio con agua a temperaturas de 40

°C, 60 °Cy 100 °C durante 30 min.

Tratamiento enzimatico

Para valorar la naturaleza proteica de los sobrenadantes, se realiz6 una exposicion de los
mismos a la accion de diferentes enzimas, entre los que se utilizaron pronasa E de
Streptomyces (Sigma-Aldrich),tripsina (Sigma-Aldrich) y a-quimiotripsina del pancreas
de oveja (Sigma-Aldrich) y proteinasa K de Tritirachium (Sigma-Aldrich). Los enzimas
se utilizaron a una concentracion final de 1 mg/ml en Tris-HCl 20mM, pH 8.0. La

incubacidn se llevd a cabo en un bano a 37°C durante 1h.

Efecto del pH

La sensibilidad de los sobrenadantes a diferentes rangos de pH se estim¢ ajustandolos a
valores de pH de 3, 4.5, 6.5, 7, 8 y 8.5, utilizando NaOH (1 N) y HCI (37%) Los

sobrenadantes se incubaron a 30 min en un bafio a 30 °C.

3.4. Caracterizacion genética de las cepas productoras.

Extraccion y cuantificacion de ADN total

El ADN total de los microorganismos se extrajo mediante el kit comercial NZY Tissue
gDNA isolation kit (NZytech), siguiendo las recomendaciones de la casa

suministradora.

Para la cuantificacion del ADN total se utilizo un Nanodrop 2000 (ThermoScientific).
Este quipo nos permite analizar muestras de hasta 1puL y sin la necesidad del uso de

cubetas o capilares. Ademas no necesitamos realizar una curva de calibrado, ya que nos
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muestra directamente la concentracion del ADN en pg/uL. Este equipo también nos

indica la calidad de ADN aislado, mostrandonos el espectro de la muestra analizada.

Amplificacién y secuenciacion del 16S ARNr de las cepas con actividad bactericida.

La identificacion genética de los microorganismos de interés se realizara mediante el
analisis de la secuencia parcial del gen 16S ARNr. Para ello, se amplifico un fragmento
del gen 16S ARNr mediante los oligonucledtidos universales27F  (5'
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') y 1492R (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT
3" [10].

La reaccion de amplificacion se realizo utilizando el kit comercial IllustraTM puReTaq
Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Cada tubo contiene beads con estabilizadores, 2,5 unidades de PuReTaq DNA
Polimerasa, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) y buffer de reaccion. El volumen de
reaccion fue de 25 pl, con una concentracion final de oligonuclotidos de 1 uM y una
concentracion maxima de ADN total bacteriano de 50 ng. Se empled una campana de
flujo laminar para evitar la contaminacion de las muestras y, para evitar la formacion de
productos de reaccion secundarios, se mantuvieron los tubos del kit en hielo. Las

condiciones de la reaccion de amplificacion fueron las siguientes (tabla 3):

1 ciclo Desnaturalizacion 95 °C 5 min

Desnaturalizacion 94 °C 1 min

30 ciclos Anillamiento 55 °C 3 min

Extension 72 °C 2 min

1 ciclo Extension 72 °C 10 min
1 ciclo Final 4 °C -

Tabla 3. Condiciones de reaccion PCR.

Los amplicones de la PCR se estudiaron en geles de agarosa al 2,2%. Los geles se
corrieron en TBE a un voltaje de 75 V/cm y se visualizaron, utilizando como agente
fluorescente GelRed (Biotium), en un equipo de documentacion de geles (Protein
Simple Cell Biosciences RED Gel Documentation Lab Imaging System SA-1000).
Como marcador molecular se emple6 Mass Ruler'™ DNA Ladder, Low Range

(Fermentas).
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Para sus secuenciacion los amplicones se purificaron utilizando el kit MinElute ® PCR
Purification Kit (QUIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. De esta forma,
se evita que los dNTPs y los oligonucledtidos presentes en la reaccion de amplificacion
interfieran en las reacciones de secuenciacion. Las secuencias nucleotidicas se
obtuvieron mediante un secuenciador ABI PRISM® 3130x] Genetic Analyzer en el

Servicio de Secuenciacion del edificio Severo Ochoa de la Universidad de Oviedo.

PCR Fingerprinting (ISR-PCR)

Para establecer las relaciones filogenéticas entre especies relacionadas, se realiza una
amplificacion de las regiones interespaciadoras 16S-23S DNAr. La amplificacion se
hizo utilizando los oligonucle6tidos universalesISR1494 (5'-GTCGTAACAAGG
TAGCCGTA-3') e ISR-35 (5-CAAGGCATCCACCGT-3") [10].

La reaccion de PCR se llevd a cabo de igual manera que en el apartado anterior. La
unica diferencia es que en este caso se utilizO una concentracion final de cada

oligonucledtido de 2uM. Las condiciones de la ISR-PCR fueron las siguientes:

1 ciclo Desnaturalizacion 95 °C 4 min

94 °C 1 min

30 ciclos Anillamiento 55 °C 2 min

72 °C 2 min

1 ciclo Elongacion 72 °C 7 min
1 ciclo Final 4 °C -

Tabla 4. Condiciones de reaccion ISR-PCR.

La visualizacion de los fragmentos amplificados se hizo con geles de agarosa al 1,5%
que se corrieron en TBE a un voltaje de 50 V/cm. El resto de las condiciones fueron
idénticas a la electroforesis del ensayo anterior. Para analizar con mayor fiabilidad los
productos amplificados de la ISR-PCR, la visualizacion de los productos de la
electroforesis también se hizo mediante la utilizacion del DNA chip BIOANALYZER
2100. Se trata de un sistema LOC (lab-on-chip) que permite la separacion de los

amplicones con una mayor resolucion y sensibilidad [11].
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4. RESULTADOS.

4.1. Aislamientos de cepas probioticas.

Uno de los objetivos de los aislamientos fue muestrear peces que procediesen del medio

acuatico y que tuviesen alimentaciones distintas, por ello, se emplearon peces salvajes

proporcionados por los participantes de la “VII Quedada de pesca submarina solidaria

de Santander 2014” con pesos diferentes (tabla 5). De los intestinos de estos peces se

aislaron un total de 198 colonias diferentes en base a su morfologia, color y brillo.

Especie Sexo Peso (g) Tamafo(cm)
Pinto (Labrus bergylta) Hembra 495 31
Cabracho (Scorpaena scrofa) Macho 715 34
Faneca (Trisopterus luscus) Hembra 455 32
Congrio (Conger conger) Hembra 9285 156
Perla (Lithognatus mormyrus) Macho 345 30
Faneca real (Trisopterus luscus) Hembra 685 34
Abadejo (Pollachius pollachius) Macho 535 37
Lubina (Dicentrarchus labrax) Hembra 510 36
Mojarra (Diplodus vulgaris) Hembra 560 32
Sargo (Diplodus sargus cadenati) Hembra 370 29
San Martin (Zeus faber) Hembra 575 35
Pintarroja (Scyliorhinus canicula) Macho 3720 95
Medregal (Seriola dumerili) Macho 2000 152
Dorada (Sparus aurata) Macho 585 34
Sargo picudo (Diplodus puntazo) Hembra 725 35
Denton (Dentex dentex) Hembra 700 36
Salmonete (Mullus surmuletus) - 480 33
Ballesta (Balistes capriscus) Hembra 410 28
Mulle (Mugil cephalus) Macho 950 48

Tabla 5. Muestras de peces capturados en la “VII Quedada de pesca submarina solidaria

de Santander 2014
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4.2. Ensayo directo de la actividad antimicrobiana y de la actividad inhibitoria de

los sobrenadantes.

Para la realizacion de este ensayo (ver métodos) fueron necesarias diferentes
concentraciones de inoculo y tiempos de incubacion para obtener un césped de
microorganismo indicador a una densidad adecuada para la correcta observacion de los
halos de inhibicion. Esto es debido a que el tiempo de generacion varia de unos
microorganismos a otros dependiendo, no solo de sus condiciones genéticas y
fisioldgicas, sino también del medio de crecimiento y las condiciones de incubacion

[12].

Como se puede observar en la tabla 6, la mayoria de las cepas patdgenas desarrollan un
crecimiento en césped tras una noche de incubacién con una concentracion de inoculo
de 5 ul, a excepcion, no solo de Shewanella sp SH16 y Vibrio harveyi 16/00
(concentracion de indculo de 10 pl), sino también de Vibrio splendidus y Vibrio harveyi
13/01 (concentracion de inoculo de 20 pl). Por otra parte los patdgenos que necesitaron
dos noches de incubacion a una concentracion de inoculo de 5 pl fueron Vibrio harveyi
34/03; Photobacterium damselae 41/01 y Vibrio anguillarum. Las cepas patdgenas que
no se muestran en la tabla fueron descartadas por no presentar crecimiento en los

medios de cultivo.

Crecimiento en césped

Una noche de incubaciéon Dos noches de incubacion
Sul 10ul 20ul Sul
Pdpl1 SH16 Vsp 431‘1‘;8?
Pdpl3  16/00  13/01 Va
SH2
SH4
SH6
SH19
35/03

Tabla 6. Crecimiento bacteriano en césped
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Una vez realizados los enfrentamientos entre las cepas productoras y las indicadoras, los
resultados del ensayo se expresaron como la presencia (+) o ausencia (-) de inhibicion,

siendo (+++) el mayor grado de inhibicion y (+) el menor grado de inhibicion.

Como se aprecia en la tabla 7, la cepa bacteriana 8.14 presenta inhibicion frente a todas
las cepas de V. harvey y Shewanella sp., asi como frente a P. damselae; S. putrefaciens;
S. baltica, V. splendidus y V. anguillarum. De la misma manera, la cepa 10.1 muestra un
patron de inhibicidn a los mismos patogenos, a excepcion de S. bdltica y a Shewanella
sp. SH2.Por otra parte la cepa 10.7 solo muestra inhibicion frente a S. bdltica;
Shewanella sp. SH2 y Shewanella sp. SH4.La cepa 8.14 presenta halos de inhibicion de
mayor didmetro frente a Shewanella sp. SH6; Shewanella sp. SH16 y V. Harvey 35/03.
Otra de las cepas productoras que presenta un halo de inhibiciéon de gran didmetro es
10.8 al ser enfrentada a Shwanella sp. SH16.Ninguna de las restantes cepas

seleccionadas mostro capacidad inhibitoria frente a alguna de las cepas indicadoras.

4.3. Caracterizacion preliminar de las actividades antimicrobianas.

Los microorganismos inhibidores producen diversas sustancias con efectos
antimicrobianos como acidos organicos, acidos grasos, peroxido de hidrégeno,
bacteriocinas y sustancias relacionadas [3]. Por esta razon, para determinar la naturaleza
bioquimica de los compuestos antimicrobianos se analizaron los resultados tras ser

sometidas a la actividad de proteasas y, a distintos valores de pH y temperatura [13].

Tratamiento térmico

En cuanto a la sensibilidad a la temperatura al enfrentar las muestras a Shewanella sp.
SH2 y Shewanella sp. SH16, se observa que todas las actividades antimicrobianas son
termolabiles a las temperaturas de ensayo, exceptuando el sobrenadante de las cepas
8.14 y 10.1, que mostraron resistencia al tratamiento térmico de 40 °C, resultando por

tanto termoestables hasta dicha temperatura (tabla 8).

Tratamiento enzimatico

Las actividades inhibitorias de las cepas 8.14 y 10.1 frente a Shewanela sp. SH2 y
Shewanela sp. SH16, no mostraron inhibicidon por ninguna de las proteasas del ensayo,
observandose el mismo resultado en la inhibicion de la muestra 10.8 frente a Shewanela
sp. SH16. Un comportamiento similar se observa en la actividad inhibitoria de la cepa

10.8 frente a Shewanela sp. SH2 y Shewanela sp. SH16, con la unica excepcion de la
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inactivacion mediante el tratamiento con Pronasa E usando como cepa indicadora
Shewanela sp. SH2. Por el contrario, se considera que la cepa 10.7 frente a Shewanela
sp. SH2 presenta inactividad frente a proteasas. El resultado de la inhibicion de este
ensayo no se espera en el enfrentamiento de la muestra 10.7 con Shewanela sp. SH16,
ya que los resultados fueron negativos en la prueba de sensibilidad a compuestos

bactericidas.

Cuando se realiza el ensayo de inactivacién enzimatica, la pérdida de actividad
inhibitoria del sobrenadante de la muestra 10.7, después de haber sido sometida a la
totalidad de enzimas, evidencia su naturaleza proteica, y nos permite considerarla como
bacteriocina. De manera contraria, las cepas restantes mostraron no ser sensibles a los
enzimas del ensayo, por lo que no se puede afirmar que estos compuestos son de

sintesis ribosomal (tabla 9).

Efecto del pH

Al someter a los sobrenadantes de las cepas productoras a distintos valores de pH, se
observa que todas las actividades inhibitorias se inactivan a pH 3. Por el contrario,
ningin sobrenadante se inactivo a valores restantes de pH (4.5, 6.5, 7, 8 y 8.5),
exceptuando la actividad inhibitoria de la cepa 10.7 frente a Shewanela sp. SH16, que
solo presenta actividad a pH 4,5. Como muestran los resultados, (tabla 10) los
sobrenadantes de los microorganismos inhibidores no pierden su actividad a valores de
pH bésico, de lo que se deduce que el metabolismo de las cepas productoras no genera
acidos organicos, sustancias de cadena corta, que causan cambios de pH intracelular.
Estas sustancias resultan altamente toxicas para los microorganismos patdogenos al
atravesar la membrana (en forma no ionizada) y acumularse en el interior (forma

ionizada) limitando el crecimiento de los mismos [14].
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SH2 SH16

.14 10.1 10.7 10.8 .14 10.1 10.7  10.8
Ta
40°C + + - - + + - -
60°C - - - - - - - -
100°C - - - - - - - -
Control + + ND ND + + ND +

Tabla 8. Tratamiento térmico.

SH2 SH16
Tratamiento 8.14 10.1 10.7 10.8 8.14 10.1 10.7 10.8
enzimatico

Tripsina + o+ - + + + . +
Pronasa E + + - - + + . +
a-Quimiotripsina + + - + + + - +
Proteinasa K + + - + + + . +
Control + + ND + + + ; +

Tabla 9 Tratamiento enzimatico.
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SH2 SH16

pH 8.14 10.1 10.7  10.8 8.14  10.1 10.7 108
3 - - - - - - - -
4,5 + + + + + + + +
6,5 + + + + + + - +
7 + + + + + + - +
8 + + + + + + - +
8,5 + + + + + + - +
Control + + + + + + ND +

Tabla 10. Efecto del pH.

4.4. Caracterizacion genética de las cepas productoras.

Amplificacion del 16S ARNTr de las cepas con actividad bactericida.

Entre los métodos genotipicos, la caracterizacion del 16S ARNr es uno de los métodos
mas extendidos para identificar especies, géneros y familias bacterianas. Debido a que
los genes que codifican para 16S ARNr son esenciales para la supervivencia de todos
los microorganismos, el grado de similitud que presentan entre especies 0 géneros es
muy elevado, de forma que se puede hacer una clasificacion de los mismos siempre y

cuando no presenten una relacion filogenética muy estrecha.

Para conseguir la amplificacion selectiva de una region del 16S ARNr, presente en las
cepas productoras, se utiliza la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
En todas las cepas en las que se produjo amplificacion, los amplicones obtenidos se
muestran un tamafo superior a los 1000 Kb (figura 1), tamafio esperado para la

amplificacion con los primers 27F y 1492R [10].

A pesar de que en la calle 2 no se aprecia ninguna banda, se envié el ADN de esta

amplificacion a secuenciar.
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Figura 1. Patrones de bandas amplificadas (PCR). Gel de agarosa de los amplicones obtenidos en

la PCR del gen 16S rRNA. Calle M: Marcador molecular; calles 1-4: cepas a estudio.

Amplificacion del ISR ARNr de las cepas con actividad bactericida.

Este método se centra en la amplificacion de familias multigénicas, como el operdn
ARNTr, que normalmente presenta mas de una copia en la mayoria de bacterias e incluye
los genes 16S, 23S y 5S en orden 5°-3’. Estos genes estan separados por unas regiones
interespaciadoras ISR (del inglés Intergenic Spacer Regions), cuya longitud y secuencia
de nucleotidos es muy variable a nivel de especies y géneros, ya que al sufrir una menor
presion selectiva durante la evolucion (codifican para ARNt con multiples funciones),
estan menos conservadas que las regiones que codifican para los 16S ARNr 16S y 23S

ARNr [10].

En el anélisis de los resultados (figura 2) se hizo mediante la visualizacion de las bandas
en gel de agarosa. Sin embargo, este método nos ofrece unos resultados poco fiables en
cuanto al tamafo exacto del patrén de bandas y a la correcta visualizacion de los
fragmentos amplificados, ya que en la muestra 3 no se observa ningin amplicon. Por

esta razon, se utilizo el equipo DNA chip BIOANALYZER 2100.

En la figura 3 se muestran los patrones de bandas de las ISRs de las cepas productoras.
La muestra 1 y la muestra 4 muestran dos patrones de bandas de 1000 bp y 200 bp
respectivamente, por lo que podrian tratarse de la misma especie. En cuanto a la muestra

2, también se observa una banda de tamano similar a la de las muestras

1 y 4, por lo que podria tratarse de una cepa que presenta menos homologia que la

existente entre ellas. Por otra parte en la muestra 3 se observan unos perfiles de bandas
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de tamafios distintos a los de las muestras 1, 2 y 4, lo que indica que se trata de una

especie diferente.

1000pb

500pb

200 pb

Figura 2. Patrones de bandas ISR-PCR. Gel de agarosa de los amplicones obtenidos en la ISR-

PCR. Calle M: Marcador molecular; calles 1-4: cepas a estudio.
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Figura 3. Patrones de bandas ISR-PCR. Resultado obtenido con el Bioanalyzer 2100 al separar

los amplicones obtenidos en la ISR-PCR. Calle M: Marcador molecular; calles 1-4: cepas a estudio

Secuenciacion génica.

Para proceder al analisis de la secuencia de las cepas productoras de interés, mediante el
secuenciador ABI PRISM® 3130xl Genetic Analyzer, se utilizan los mismos
oligonucledtidos universales 27F (5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') y 1492R (5'
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3") que fueron empleados para la reaccion en
cadena de la polimerasa [10]. Posteriormente se compar6 del grado de homologia de las
secuencias con las depositadas en la base de datos del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), con el objetivo de hacer una clasificacion a nivel de

especie.

La especie que presenta un grado de identidad mayor del 97% con las cepas 8.14, 10.1

y 10.8 es Alcaligenes faecalis.

Por el contrario, en la cepa 10.7 las especies con mayor grado de homologia (identidad
> 97%) son Mpyroides gitamensis, Myroides odoratimimus, Myroides profundi,
Myroides marinus, Myroides pelagicus y Myroides phaeus. En este caso, para saber la

especie exacta recurrimos a la descripcion de su color cuando se crece en medio TSA y
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crecimiento en alta concentracion de NaCl (tabla 11). En medio TSA, la pigmentacion
de las colonias fue amarillo-naranja, por lo quela cepa podria clasificarse como M.
marinus o M. pelagicus. De acuerdo con este criterio [15], cuando se cultivan estas dos
cepas a diferentes concentraciones salinas, inicamente se observa el crecimiento a una

concentracion NaCl 5%, por lo que podemos decir que nuestra cepa es M. marinus.

También se construyd el arbol filogenético de las cepas. En primer lugar hay que
realizar el alineamiento de las secuencias de las mismas, para lo que se utilizo el
software Geneious R8 (Biomatters) con los siguientes pardmetros: “Geneious
alignment” del tipo “Global alignment with free ends and gaps” con un 65% de
similitud en “Cost matrix”. En la figura 4 se representa el alineamiento obtenido de las

3 secuencias correspondientes a las cepas de la especie A. faecalis.

Para la realizacion del arbol filogenético se empled también el software Geneious R8 y
los algoritmos simples empleados en su construccion fueron Neighbor-Joining

utilizando el modelo de Jukes Cantor [16].

Tabla 11. Caracterizaciéon morfoldgica y bioquimica de Myroides. (Adaptada de Prasad Talluri et col., 2014).

M. gitamensis M. marinus M. odoratiminus M. profoundi M. pelagicus M. odoratus
Hébitat Suelo Agua de Animales Sedimento ~ Agua de mar
matadero mar del fondo
marino
Diametro 1,4-1,8 0,6-1 25-4 1,6 -2,4 05-1
celular
Pigmentacion Amarillo Amarillo—  Amarillo palido Amarillo Amarillo — Amarillo
naranja palido naranja
Forma Bacilos cortos Bacilos Bacilos Bacilos con Bacilos Bacilos
forma de cortos
huso
T? crecimiento 10-3710-37 10-37 10-37 10-42 10-37 10-37
Rango pH 5-9 5-9 6-9 5-9 5-9 6-9
Rango NaCl 0,6-6 05 0-6 08 09 05
(% p/v)
Contenido GC 33,8 34,2 31,7 33 33,6 34,7
(mol%)
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Figura 4. Alineamiento de secuencias génicas de las cepas de A. faecalis usando el software

Geneious RS.

El arbol filogenético se construye a partir de esta matriz de distancias genéticas y en ¢él
se representan unas ramas cuya longitud se corresponde con las distancias evolutivas
observadas entre las secuencias. De esta manera, se observa que, entre las cepas de 4.
faecalis, las que constituyen un grupo monofilético y estdn mas estrechamente
relacionadas con el antecesor comun, que A. faecalis 8.14, son A. faecalis 10.1 y A.
faecalis 10.8. De forma contraria, M. marinus es la cepa que muestra mayor grado de

divergencia con respecto al antecesor comun de todas las cepas.
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Figura 5. Arbol filogenético de las cepas con actividad inhibitoria.

4.5. Futuras lineas de estudio.

El presente estudio evidencia que 4 .faecalis y M. marinusinhiben a un amplio espectro
de bacterias Gram negativas. Los resultados de este estudio, ademas sugieren que ambas
cepas producen sustancias bactericonogénicas con actividad frente a proteasas, (a
excepcidn de una actividad inhibitoria producida por A.faecalis), las cuales deberian ser
purificadas e identificadas para determinar su actividad inhibitoria minima en

posteriores trabajos.

Estas nuevas lineas de estudio resultan interesantes por el gran interés comercial que
suscita el empleo de estas cepas probidticas en la acuicultura, no solo por aumentar la
rentabilidad de los cultivos reduciendo el uso de antibidticos, también por los beneficios
resultantes de la interaccion de las cepas probidticas con la mucosa intestinal de los
peces, reforzando su sistema inmune y aumentando la resistencia a enfermedades,
ademas de incrementar su valor nutricional por una correcta asimilacion de nutrientes
[2]. En este contexto también serian necesarias otras lineas de investigacion posteriores
con el objetivo de probar la eficacia y seguridad del empleo de estas sustancias con

fines terapéuticos en animales destinados al consumo humano [17].

Por otra parte, para la correcta identificacion de la naturaleza proteica de las sustancias
que no mostraron inactividad frente a proteasas, serian necesarios otros ensayos que
evidenciaran la sensibilidad del sobrenadante a enzimas proteoliticos (amilasa y lipasa),
para confirmar que las fracciones glucidicas o lipidicas, de existir, serian necesarias para
la actividad inhibitoria de la bacteriocina y demostrar asi, la naturaleza proteica de las

sustancias de estudio [18], [19] En este contexto también seria necesario el ensayo de la
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catalasa, para demostrar que el efecto inhibitorio de estas sustancias no es debido a la

produccion de peroxido de hidrégeno [17], [20].

En la tabla 12 podemos ver resumidas las caracteristicas de los compuestos

antimicrobianos de cada una de las cepas.

Finalmente, puesto que en la base de datos de Dbacteriocinas Bagel
(http://bagel2.molgenrug.nl) no aparece caracterizada ninguna bacteriocina producida
por A. faecalis y solo se encuentran dos referencias de compuestos antimicrobianos que
produce este microorganismo [17], [20], podriamos afirmar que se trata de una
bacteriocina de reciente descubrimiento, cuyo aislamiento, caracterizacion genética y

fisico-quimica hace necesaria una linea de investigacion en este sentido.

En lo referente a bacteriocinas producidas por cepas de ,M. marinus, no solo, no se
encuentran descrita en la base de datos Bagel, sino que tampoco aparece citada en

ningun articulo, por lo que estariamos ante la identificacion de una nueva bacteriocina.
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Universidad de Oviedo

®

—

Cepa indicadora Shewanella sp. SH2 Shewanella sp. SH16
A.faecalis M.marinus A.faecalis M.marinus
\ {_k_\ | (_A_\
[ ) [ )
8.14 10.1 10.8 10.7 8.14 10.1 10.8 10.7

40°C i + - = + + - -
60°C - - - - - - - -
100°C - - - - - - - -
Control + + - - + + + -

Tripsina + + + o + L + .
Pronasa E + + > - L + + _
o-Quimiotripsina + + + - e T + _
Proteinasa K + + + - e T + _
Control + + + ND + + + ND

3 - - - - - - - -
4,5 + + + + =+ + + +
6,5 + + + + + + + -
7 S i S s + + + -
8 + + + + + + + -
8,5 + + + + + + + -
Control + + + + + + + ND

Tabla 12. Caracterizacion de las actividades antimicrobianas.



S. CONCLUSIONES.

1. Se han aislado 198 cepas de intestinos de 19 especies de peces salvajes de Mar
Cantabrico.

2. De todas estas cepas, solamente 4 presentaban actividad inhibitoria frente a la
mayoria las cepas patogenas de peces de acuicultura frente a las que se
ensayaron.

3. La secuenciacion del gen 16S rRNA nos permitio identificar tres de estas cepas
de microorganismos como Alcaligenes faecalis y una como Myroides sp.

4. Los ensayos de crecimiento a altas concentraciones de NaCl permitieron
caracterizar la cepa del género Myroides como M. marinus.

5. Se estudié la actividad inhibitoria de las 4 cepas en el sobrenadante de los
cultivos, lo que permiti6 determinar que los microorganismos eran capaces de
producir compuestos inhibidores que se secretaban al medio.

6. Los sobrenadantes no perdieron actividad inhibitoria a valores basicos de pH,
por lo que se descarta que sean acidos organicos.

7. Los sobrenadantes perdieron su actividad inhibitoria a temperaturas superiores a
40°C.

8. El tratamiento de los sobrenadantes con diferentes proteasas dio lugar a
diferentes resultados, comprobandose que los compuestos secretados por las
cepas de Alcaligenes faecalis son diferentes al secretado por la cepa de Myroides

marinus.
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