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Resumen 

 

Una limitación importante para la producción acuícola sostenible es la aparición de enfermedades 

infecciosas, especialmente las causadas por bacterias y virus. Para prevenir y combatir las 

enfermedades infecciosas causadas por bacterias en peces y moluscos se utilizan principalmente 

los antibióticos. Pero dado que el mal uso y el abuso de los antibióticos conducen a la generación 

de resistencia en las bacterias, su utilización cada vez está más desaconsejada, llegando a 

prohibirse su utilización en varios países con importantes producciones en el sector de la 

acuicultura.  

Nuestra hipótesis de partida es que las instalaciones donde se cultivan peces y moluscos pueden 

también ser una fuente notable de bacterias con capacidad probiótica o de interés biotecnológico. 

Partiendo de la base de la gran diversidad bacteriana que hay en estos ambientes, en primer lugar 

hemos realizado una búsqueda de bacterias en distintas zonas del Instituto ECOAQUA de la 

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria con las que hemos realizado una serie de ensayos de 

antagonismo frente a distintas cepas de patógenos de peces de interés en acuicultura: Aeromonas 

hydrophila, Yersinia ruckeri, Photobacterium damselae subsp. piscicida y Streptococcus iniae. 

Hemos utilizado también estas bacterias para realizar ensayos de inhibición de quorum-sensing 

frente a una cepa de Chromobacterium violaceum productora de violaceína. 

De las 276 cepas inicialmente aisladas, hemos detectado que algunas de ellas tienen gran 

capacidad para inhibir distintas especies de patógenos e incluso inhibir la producción de 

violaceína en la cepa reportera. Hemos cuantificado su adherencia mediante ensayos de formación 

de biofilms y hemos secuenciado algunas de ellas. Siete de las 8 bacterias secuenciadas no 

presentan genes importantes de virulencia o de resistencia a los antibióticos, por lo que estas cepas 

bacterias podrían mostrar un buen perfil para su utilización como probióticos, al competir 

directamente contra patógenos que pueden atacar cultivos de peces y moluscos.  

Por otro lado, hemos seleccionado una parte de estas cepas para estudiar la inducción de fagos 

mediante Mitomicina C. Los ensayos de inducción con este compuesto han mostrado que 

aproximadamente el 50% de las cepas aisladas en instalaciones de acuicultura portan posibles 

fagos. Creemos que conocer las bacterias autóctonas que conviven con los peces en las 

piscifactorías, así como sus fagos, podrá ayudarnos a implementar medidas para favorecer la 

presencia de bacterias probióticas y perjudicar la presencia de bacterias patógenas. En esta tesis 

doctoral hemos implementado técnicas para continuar en ese camino. 
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Abstract 

A major constraint to sustainable aquaculture production is the emergence of infectious diseases, 

especially those caused by bacteria and viruses. To prevent and combat infectious diseases caused 

by bacteria in fish and mollusks, antibiotics are mainly used. But given that the misuse and abuse 

of antibiotics lead to the generation of antimicrobial resistance in bacteria, their use is increasingly 

discouraged, and even banned in several countries with important productions in the aquaculture 

sector. We need viable alternatives to antibiotic use. Our starting hypothesis is that facilities where 

fish and mollusks are farmed may also be a notable source of bacteria with probiotic capacity or 

biotechnological interest. Based on the great bacterial diversity that exists in these environments, 

we have first carried out a search for bacteria in different areas of the ECOAQUA Institute of the 

University of Las Palmas de Gran Canaria with which we have carried out a series of antagonism 

tests against different strains of fish pathogens of interest in aquaculture: Aeromonas hydrophila, 

Yersinia ruckeri, Photobacterium damselae subsp. piscicida and Streptococcus iniae. 

We have also used these bacteria to perform quorum-sensing inhibition tests against a violacein-

producing strain of Chromobacterium violaceum. 

Of the 276 strains initially isolated, we have detected that some of them have great capacity to 

inhibit different species of pathogens and even inhibit the production of violacein in the reporter 

strain. We have quantified its adherence through biofilm formation assays and sequenced some 

of them. Seven of the 8 bacteria sequenced do not have important virulence or antibiotic resistance 

genes, so these bacterial strains could show a good profile for use as probiotics, by competing 

directly against pathogens that can attack fish and mollusks.  On the other hand, we have selected 

a part of these strains to study the induction of phages by Mitomycin C. Induction tests with this 

compound have shown that approximately 50% of strains isolated in aquaculture facilities carry 

potential phages. We believe that knowing the native bacteria that live with fish in fish farms, as 

well as their phages, can help us implement measures to favor the presence of probiotic bacteria 

and harm the presence of pathogenic bacteria. In this doctoral thesis we have implemented 

techniques to continue on that path. 
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Introducción 

 

La creciente demanda de alimentos en el mundo hace que crezcan fuertemente los 

estímulos a la intensificación de la producción de animales destinados al consumo 

humano, generando la necesidad de prácticas económicamente viables y ambientalmente 

sostenibles, que puedan depender de mejores estrategias de gestión de la salud de dichos 

animales. La producción de alimentos segura y sostenible en todos los sectores es una 

prioridad para Naciones Unidas, que la ha situado como uno de los objetivos centrales de 

la “Agenda de los Objetivos de Desarrollo Sostenible 2030”. Según esta agenda, el 

aumento de la producción debe ir acompañado de buenas prácticas que reduzcan un 

posible impacto negativo sobre nuestro planeta. 

Dentro de la producción de alimentos, la acuicultura juega un papel fundamental, 

representando una contribución significativa al suplemento proteico de los seres 

humanos, y por ello ha sido reconocida como un sector estratégico y crucial. Por supuesto, 

también representa la forma más realista de incrementar el volumen de pescado y marisco, 

si queremos reducir por otro lado el volumen de pescado que arranca del mar la pesca 

extractiva. Además, en algunos países en desarrollo, la acuicultura representa uno de los 

apoyos más valiosos a la hora de proporcionar alimento a millones de personas con 

recursos limitados. En este sector, también se viene demandando un incremento de las 

buenas prácticas de cultivo que reduzcan el impacto negativo sobre los ecosistemas 

acuáticos, pues, según algunas previsiones del Banco Mundial, en solo una década 

algunos sectores de la acuicultura podrían superar el 60% de crecimiento. Este 

crecimiento debería ir por lo tanto acompañado de una mejora en las prácticas de cultivo.  

En España, el sector de la acuicultura  se centra principalmente en la producción de lubina 

(Dicentrarchus labrax), dorada (Sparus aurata), rodaballo (Psetta máxima) y corbina 

(Argyrosomus regius), siendo las principales regiones productoras Murcia, Andalucía, 

Valencia, Cataluña y las Islas Canarias (Informe APROMAR 2022 

https://apromar.es/informes/). 

Una limitación importante para la producción acuícola sostenible y la economía que 

subyace a esta práctica a nivel global, es la aparición de enfermedades infecciosas, 

especialmente las causadas por bacterias y virus (Lafferty et al., 2015; Kibenge, 2019;  

Krkosek et al., 2006; Stentiford et al., 2012. Para prevenir y combatir las enfermedades 

https://apromar.es/informes/
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infecciosas causadas por bacterias en peces y moluscos se utilizan principalmente los 

antibióticos. El uso de antibióticos en la acuicultura es un recurso habitual para reducir 

las enfermedades infecciosas y promover el crecimiento de los peces, pero, dado que los 

antibióticos conducen a la generación de resistencia en las bacterias, su uso cada vez está 

más desaconsejado, llegando a prohibirse su utilización en varios países con importantes 

producciones en el sector de la acuicultura.  

La utilización masiva de antibióticos en medios acuáticos presenta varios problemas que 

tienen difícil solución si no se controla rigurosamente. Uno de estos problemas es lo que 

podríamos denominar “factor de dilución” de los ecosistemas acuáticos. Cuando las 

concentraciones profilácticas o terapéuticas de antibióticos utilizados para tratar a los 

peces se diluyen en los ambientes acuáticos, alcanzan rápidamente concentraciones 

subterapéuticas, término que si lo correlacionamos con las observaciones en el laboratorio 

podríamos denominarlas “subinhibitorias”. Estas concentraciones subterapéuticas y por 

lo tanto subinhibitorias, aumentan la presión selectiva sobre las bacterias. Esto es fácil de 

demostrar en el laboratorio pero difícil de comprobar en un ecosistema acuático abierto. 

Cuando enfrentamos a las bacterias a concentraciones subinhibitorias en el laboratorio, el 

fenotipo de éstas cambia, en general, resistiendo fácilmente a dichas concentraciones, lo 

que a su vez favorece la aparición de fenotipos que antes no existían. Esto es una 

consecuencia directa de un cambio global de la expresión de genes implicados en 

diferentes aspectos, desde la morfología bacteriana hasta la expresión de estructuras 

relacionadas con la adherencia y la formación de biocapas o “biofilms” (Braga et al., 

1997; Lázaro-Díez et al., 2016). Estos cambios terminan por hacer resistentes a las 

bacterias  a concentraciones mayores de antibióticos (ya sea por la sobreexpresión de 

bombas de expulsión en la membrana, la formación de biofilms, etc.), con el consiguiente 

estímulo a la transferencia de genes de resistencia a otras bacterias presentes en el medio 

acuático. Además, existen también mecanismos de co-selección o de co-resistencia, 

donde una bacteria que se hace resistente a un antibiótico, puede terminar expresando 

también resistencia a otros antibióticos de naturaleza o estructura molecular similar -por 

ejemplo, mediante la adquisición de mutaciones en diferentes loci genéticos que afectan 

a diferentes antimicrobianos- (Baker-Austin et al., 2006; Christaki et al., 2020). 

En la actualidad, está ampliamente documentado que las bacterias resistentes y los genes 

de resistencia a los antibióticos se transportan del medio acuático al medio terrestre y 

pueden tener efectos adversos para la salud humana y animal. Así, por ejemplo, la 

Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA) está aplicando una regulación 



4 
 

estricta del uso de antibióticos con vistas a asegurar que se utilicen de una forma 

responsable en las instalaciones de acuicultura. Además, ha señalado claramente aquellas 

especies de peces donde deben ser utilizados, y cuáles son las variables a tener en cuenta 

respecto a la duración de los tratamientos, de manera que estos medicamentos se utilicen 

de la forma más eficaz posible. Para que todo esto de resultado, se ha aumentado el control 

sobre las prescripciones con fines terapéuticos, se ha vetado el empleo de antibióticos que 

puedan ser utilizados también en medicina humana y se ha planificado un control más 

estricto sobre la utilización de antibióticos con fines profilácticos. 

 

 

Antibióticos en acuicultura 

 

El descubrimiento, la producción en masa y la utilización de los antibióticos para 

combatir las enfermedades infecciosas causadas por bacterias ha sido uno de los logros 

más importantes de la historia de la humanidad, junto, posiblemente, con las vacunas y la 

potabilización del agua para consumo humano. El término antibiótico parece que fue 

acuñado por primera vez en EE. UU. por el microbiólogo Selman A. Waksman (1888-

1973) para describir sustancias químicas producidas por microorganismos que tenían 

efectos antagonistas sobre el crecimiento de otros microorganismos (compuestos que 

producían algunas bacterias para matar a otras bacterias). Como él mismo cuenta en su 

artículo, en español: “¿Qué es un antibiótico o una sustancia antibiótica?”, publicado en 

la revista Mycologia en 1947 (Waksman, 1947), fue el editor de la revista Biological 

Abstracts (Dr. A. Flynn) el que le pidió en julio de 1941 que buscara un nombre para 

describir esas sustancias. Waksman, basándose en la escasa literatura existente y en el 

término antibiosis -acuñado por el biólogo francés Paul Vuillemin en un artículo 

publicado en la revista de la Asociación Francesa para el Avance de la Ciencia en 1889- 

propuso específicamente el nombre de antibiótico porque, primero, se había utilizado 

muy escasamente antes de 1941 y segundo, su utilización en esas contadas ocasiones era 

muy confusa, por lo que él quiso verter un poco de luz sobre el asunto.  

Los antibióticos han salvado millones de vidas humanas en los últimos setenta y cinco 

años, y han contribuido al arsenal terapéutico para mejorar los sistemas de producción de 

animales en ganadería y acuicultura. En la actualidad, han perdido buena parte de su 

poder, debido notablemente a que muchas bacterias se han hecho insensibles a ellos. El 
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aumento del número de estas bacterias insensibles -o lo que es lo mismo, resistentes- a 

los antibióticos, es hoy en día un problema muy preocupante. Además, tenemos el  

fenómeno de la aparición de las denominadas “superbacterias” resistentes a múltiples 

antibióticos (Lammie and Hughes, 2016; Trossman, 2014; Gray and Wenzel, 2020).  

En el caso de la acuicultura, algunas regiones del mundo ya son consideradas como 

“puntos calientes” de generación de bacterias resistentes; notablemente regiones de Asia 

(Nhung et al., 2016; Cabello et al., 2016; Schar et al., 2021). En otros lugares, como por 

ejemplo en Chile, donde el cultivo de salmón ha incrementado notablemente la utilización 

de antibióticos, no existen estudios suficientes que puedan dar un enfoque realista sobre 

lo que está pasando a nivel de aparición de bacterias resistentes, como podría ser caso del 

patógeno Piscirickettsia salmonis (Miranda et al., 2018). Esto se podría aplicar 

igualmente a otras zonas donde la acuicultura está experimentando un creciente 

desarrollo. 

En general, aunque los patógenos que afectan a las especies de peces y moluscos son 

menos conocidos que los patógenos que afectan a la ganadería o a las personas, y suelen 

ser más susceptibles a los antibióticos que se utilizan habitualmente en ganadería y en 

medicina humana, cada vez más estudios demuestran que algunas de estas especies 

generan fácilmente resistencias a los antibióticos que se utilizan en producción acuícola. 

Un ejemplo claro son algunas especies de Vibrio, Edwardsiella, Aeromonas, 

Pseudomonas  (Elmahdi et al., 2016; Leung et al., 2019; Nguyen et al., 2014; Dutta et al., 

2021).  

Por otro lado, las comunidades bacterianas que viven en ambientes donde se crían peces 

y moluscos -incluidas las instalaciones en tierra- están poco estudiadas desde el punto de 

vista de la presencia de genes de resistencia a los antibióticos. Ya que una de las 

principales preocupaciones de las empresas dedicadas a la producción de peces y 

moluscos son los patógenos, serían necesarios más estudios que analizasen las 

poblaciones autóctonas de bacterias desde el punto de vista de la presencia o transmisión 

de genes de resistencia (Laborda et al., 2022; Bengtsson-Palme et al., 2018; Andersson 

and Hughes, 2017; Nnadozie and Odume, 2019). Por otro lado, también es interesante 

realizar más investigaciones en este campo, porque esas bacterias que viven en ambientes 

marinos pueden ser una fuente fiable para la detección de genes de resistencia pero  

también porque se podrían explorar de sus genomas con vistas al descubrimiento de 

nuevas actividades enzimáticas que puedan incluso llegar a combatir al resistencia de los 

patógenos a los antibióticos (Grady et al., 2016; Stincone and Brandelli, 2020; Dufourcq 
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et al., 2014; Pham et al., 2016; Gerwick and Fenner, 2013). A esto no son ajenas las 

industrias farmacéuticas, que se han centrado en las últimas décadas en la búsqueda de 

compuestos de diversa naturaleza en organismos y microorganismos que viven en 

ambientes acuáticos (Imhoff et al., 2011; König et al., 2006; Tanaka et al., 2022; Xiong 

et al., 2013). 

 

 

Perspectiva ONE HEALTH 

 

El concepto de “Una sola Salud” o “One Health “ es una estrategia colaborativa de 

múltiples profesiones relacionadas con las ciencias de la salud y la ecología para lograr 

una salud óptima para las personas, los animales domésticos y salvajes, las plantas y el 

medio ambiente. Ya que muchas familias de antimicrobianos utilizados para tratar 

infecciones bacterianas en humanos también se usan en animales, el estudio de la 

resistencia a estos compuestos debe incluir el uso y abuso de antibióticos en medicina 

humana, medicina veterinaria, agricultura y también en el medio ambiente. Pero además, 

debemos estudiar y comprender mejor como es el tránsito de los genes o determinantes 

de resistencia de a esos antibióticos en esos diferentes sectores y a escala global, por lo 

que parece lógico abordar el problema de la resistencia de las bacterias a los antibióticos 

con un enfoque global, que es lo que se pretende con One Health (McEwen and Collignon, 

2018; Hernando-Amado et al., 2019; Collignon and McEwen, 2019; Escudeiro et al., 

2019; Aslam et al., 2021).   

Dentro de los sectores implicados en la estrategia One Health, la acuicultura debe ocupar 

un lugar principal. Esto es debido a que el uso de antibióticos en acuicultura contamina 

fácilmente los ambientes acuáticos donde se utilizan, afectando a las bacterias no solo 

autóctonas de las zonas donde se aplican estos tratamientos, sino también a microbiotas 

alejadas del punto de utilización, debido a la evidente dispersión acuática de los 

medicamentos (Vergis et al., 2021; Waseem et al., 2018). Si bien la probabilidad de que 

bacterias resistentes de ambientes acuáticos lleguen a ecosistemas terrestres y a sectores 

como la ganadería o incluso los ambientes hospitalarios es baja, los genes de resistencia 

que se generan en acuicultura sí que pueden terminar por afectar a esos otros sectores 

(Hossain et al., 2022; Zheng et al., 2021; Buschmann et al., 2012; Feng et al., 2022).  
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Al aumento de la resistencia de las bacterias a los antibióticos en el sector de la acuicultura 

se suma el cambio climático. El cambio climático, aunque va a afectar aperiódicamente- 

si no lo está haciendo ya- a los distintos ecosistemas del planeta, parece inexorable 

(Stevenson et al., 2015; Woodward et al., 2010). Así, los científicos nos dicen que el 

cambio climático afectará al comportamiento de los patógenos que atacan a la acuicultura 

(Pepi and Focardi, 2021). Además, recordando la rápida tasa de crecimiento de la 

acuicultura en los próximos años, algunos datos nos indican incluso que la utilización de 

antibióticos en acuicultura supera los niveles de utilización en medicina humana y 

veterinaria (Schar et al., 2020). Por lo tanto, el cambio climático se sumará a la presión 

selectiva que introducen los antibióticos en los sistemas acuáticos, lo que posiblemente 

va a crear un caldo de cultivo que solo se va a poder atacar desde la perspectiva One 

Health (Reverter et al., 2020; Larsson and Flach, 2022; Preena et al., 2020).  

Una vez más, conocer la microbiota de los ambientes acuáticos no solo a escala local, 

sino regional, permitirá vigilar los flujos de genes de resistencia que se generen en las 

poblaciones de bacterias autóctonas presentes en esos ambientes, y de manera especial, 

las poblaciones de bacterias relacionadas con las instalaciones o lugares donde se practica 

la acuicultura.  

 

 

Estrategias para reducir el uso de antibióticos en acuicultura 

 

Cada vez hay una mayor preocupación por el aumento del uso de antibióticos en 

acuicultura y el aumento de la resistencia de las bacterias a ellos, y concomitantemente, 

un mayor interés por reducir la utilización de estos medicamentos mediante estrategias 

clásicas o más innovadoras. Debido al incremento de la resistencia de las bacterias a los 

antibióticos, actualmente hay tres estrategias que predominan a la hora de sustituir o 

ayudar a los tratamientos con antibióticos en acuicultura, con vistas a mantener o mejorar 

la salud de los peces. A la opción clásica de un mejor y más eficiente manejo de los 

cultivos de peces (Pruden et al., 2013), se unen estrategias como la vacunación (Adams, 

2019; Jose Priya and Kappalli, 2022; Brudeseth et al., 2013; Mondal and Thomas, 2022; 

Munang’andu and Evensen, 2019), la utilización de probióticos para mejorar la salud de 

los peces, y la utilización de bacteriófagos. A estos dos últimos apartados dedicaremos 

los siguientes párrafos.  
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Probióticos en acuicultura 

 

Los probióticos, se definieron inicialmente como microorganismos que contribuyen al 

equilibrio microbiano intestinal. El término probiótico surgió de las palabras griegas 

"pro" y "bios" que significan "para la vida"; en otras palabras, que ayudan de forma 

natural a mejorar la salud general del organismo hospedador. 

El concepto moderno de “probiótico” se atribuye al microbiólogo ruso Iliá Ilich 

Méchnikov, también conocido en Occidente como Elie Metchnikoff (1845-1916). 

Metchnikoff, realizó estudios basados en las observaciones de un microbiólogo búlgaro 

llamado Stamen Grigorov (1878-1945) sobre la bacteria que conocemos ahora como 

Lactobacillus bulgaricus, uno de los componentes vivos que podemos encontrar en el 

yogurt. Este investigador búlgaro había predicado los efectos beneficiosos sobre la salud 

de sus compatriotas. Sin embargo, el origen del “término” probiótico se atribuye a Werner 

Georg Kollath (1892-1970), un microbiólogo alemán que lo propuso en 1953 como             

-probiotika-, para designar unas “sustancias activas esenciales para el desarrollo saludable 

de la vida” (Lilly and Stillwell, 1965). 

En acuicultura, los probióticos son bacterias -o microorganismos, ej. levaduras- vivas que 

introducidas en el tracto gastrointestinal de los peces a través de los alimentos o el agua 

promueven la buena salud de los animales, al mejorar su equilibrio microbiano interno y 

favorecer la homeostasis. Reid y colaboradores introdujeron un matiz a esta definición, y 

que está hoy ampliamente aceptado: “cuando son administrados en cantidades adecuadas 

y confieren un beneficio para el hospedador “ (Reid et al., 2003).  

Poco más tarde, en 2005, nutricionistas de la Universidad de Turku, en Finlandia, 

propusieron también que los probióticos pueden ser parte de la microbiota intestinal 

saludable y por lo tanto, pueden ser adicionados en la dieta para restaurar una microbiota 

intestinal dañada, lo que se conoce como estado de disbiosis (Salminen et al., 2005) . 

La utilización de probióticos es una alternativa a los antibióticos porque, al contrario que 

estos, no reducen las poblaciones de bacterias “buenas” de la microbiota de los peces. 

Además, ayudan a combatir directamente a patógenos y no suponen un problema a la hora 

de que puedan aparecer resistencias. Por otro lado, se presentan como una alternativa 

“ecológica” que no supone un problema para el ambiente. Las cepas de bacterias 

probióticas utilizadas en acuicultura no solo mejoran el crecimiento de los peces sino que 

también favorecen un mejor desarrollo del sistema inmunitario. Algunas revisiones se 
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han encargado de enumerar los géneros de bacterias que albergan cepas con capacidad 

probiótica. Así, no encontramos con que distintas cepas, principalmente de los géneros 

Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Micrococcus, Pediococcus, Aeromonas, Burkholderia, Enterobacter, Vagococcus, 

Vibrio, Pseudomonas, Rhodopseudomonas, Roseobacter y Shewanella que han sido 

testadas con relativo éxito como probióticos en animales acuáticos (Vine et al., 2006; 

Ninawe and Selvin, 2009; Das et al., 2008; Kuebutornye et al., 2019; Verschuere et al., 

2000; Balcázar et al., 2006; Sonnenschein et al., 2021).  

 

Antagonismo bacteriano 

 

Entre las características destacadas que poseen las cepas con capacidad probiótica están 

las de la aportación a la mejora de los procesos digestivos mediante actividades 

enzimáticas que pueden ser variadas, la de ser utilizadas ellas mismas como fuente de 

macronutrientes, la activación o mantenimiento de una respuesta inmunitaria adecuada -

preferentemente anti-inflamatoria-, la producción de proteínas o péptidos inhibitorios del 

crecimiento de otras bacterias o que provocan directamente su muerte -notablemente, 

bacteriocinas-, y el antagonismo, bien sea para competir por los nutrientes, por el espacio 

físico o simplemente por competición por los sitios de unión dentro o en la superficie de 

las células del hospedador (Fonseca et al., 2021; Wang et al., 2021; Klaenhammer and 

Kullen, 1999; Samot et al., 2011). 

Los fenómenos de antagonismo bacteriano se conocen incluso desde épocas anteriores al 

descubrimiento de la Penicilina por Alexander Fleming (1881-1955). Este bacteriólogo 

escocés, durante el discurso que ofreció al recibir el Premio Nobel, dijo lo siguiente: 

“Para mi generación de bacteriólogos, la inhibición de un microbio por otro era algo 

común. Todos aprendimos acerca de estas inhibiciones, y de hecho rara vez un 

bacteriólogo clínico observador podía pasar una semana sin ver en el curso de su trabajo 

ordinario casos claros de antagonismo bacteriano”.  

Muchos otros científicos antes que Alexander Fleming descubrieron las propiedades 

antibacterianas de hongos contra las bacterias, o de bacterias contra otras bacterias, como 

el fisiólogo inglés John Scott Burdon-Sanderson (1828-1905), o incluso el físico irlandés 

John Tyndall (1820-1893). Los investigadores Rudolph Emmerich (1856-1914) y Oscar 

Loew (1844-1941) concentraron una sustancia que producía la bacteria Bacillus 
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pyocyaneus y que supuestamente inhibía a V. cholerae. La llamaron piocianasa. Por aquel 

entonces comenzaba a añadirse la terminación -asa a las proteínas que tenían actividad 

enzimática. La actividad enzimática de la piocianasa consistía literalmente en “lisar” 

bacterias. Esta bacteria, el Bacillus pyocyaneus, pasó a llamarse de varias maneras desde 

1872 -cuando fue descubierta- hasta la actualidad, donde ahora la conocemos como 

Pseudomonas aeruginosa. El problema de la piocianasa fue que se mostró tóxica no solo 

con las bacterias sino también con los humanos, porque tenía actividad hemolítica en 

nuestros glóbulos rojos. 

Selman A. Waksman estudió un grupo de bacterias llamadas actinomicetos durante su 

máster y posteriormente durante su tesis doctoral, en la Universidad de California en 

Berkeley. Cuando el ser humano ha imitado los compuestos producidos por los microor-

ganismos y los ha fabricado de forma sintética en el laboratorio se denominan 

antimicrobianos. Utilizaré ambos términos indistintamente a lo largo de esta tesis. 

Pues bien, desde los tiempos de Fleming y Waksman, los ensayos de antagonismo 

microbiano han sido clave para encontrar nuevos antibióticos (Imai et al., 2019; 

Gonzalez-Franco and Robles-Hernández, 2022; Vila et al., 2020). Además, los ensayos 

de antagonismo forman una parte esencial del cribado de cepas probióticas a la hora de 

demostrar un efecto bactericida o bacteriostático contra patógenos bacterianos 

(Elshaghabee et al., 2017). 

El amplio uso que se les ha dado a los probióticos ha permitido que sean clasificados 

como Reconocidos Generalmente como Seguros (del inglés GRAS, General Recognized 

As Safe) por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos 

(FDA) y por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (Wang et al., 2022; 

Saxelin, 2008; Amagase, 2008). Para ello, las cepas candidatas a ser verdaderos 

probióticos deben ser examinadas cuidadosamente, tanto a nivel fenotípico como 

genotípico (Castro-López et al., 2022; Kuebutornye et al., 2020; Sonnenschein et al., 

2021). Esto es así porque algunos estudios han demostrado que incluso bacterias 

comúnmente aceptadas como seguras -por ejemplo cepas de Lactobacillus-, pueden 

causar problemas serios de salud en individuos inmunodeprimidos o con patologías 

previas. Además, hay que verificar que están libres de genes de resistencia a antibióticos 

o de genes de virulencia, ya que siempre hay un inherente riesgo de que estos 

determinantes de virulencia o resistencia puedan ser transmitidos a otras bacterias 

(Colautti et al., 2022; Doron and Snydman, 2015; Li et al., 2019; Daniali et al., 2020). 
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Bacteriófagos 

 

Además de la utilización de bacterias -o levaduras- como probióticos en acuicultura, 

recientemente han proliferado los artículos relacionados con el aislamiento y 

caracterización de bacteriófagos contra patógenos de peces (Ramos-Vivas et al., 2021b).  

La utilización de bacteriófagos contra bacterias patógenas es una estrategia antigua. Los 

bacteriófagos -o simplemente fagos- son los microorganismos más abundantes del 

planeta. Se ha estimado que por cada bacteria que hay en la Tierra pueden existir por lo 

menos 10 virus bacteriófagos. Su descubridor fue el francés Félix d’Herelle. Este 

científico se dedicaba a principios del siglo pasado a estudiar infecciones bacterianas en 

una especie de saltamontes habitual en tierras de México, viajando y realizando otras 

investigaciones en Sudamérica y el norte de África. A su regreso a Francia, comenzó a 

estudiar un brote de disentería —causada por la bacteria Shigella dysenteriae— que 

estaba afectando a un escuadrón de caballería del ejército francés cerca de la ciudad de 

París. Había observado “calvas” -zonas- de bacterias muertas sobre placas de cultivos 

microbiológicos del bacilo, y pensó que posiblemente eran producto de algún tipo de 

microorganismo filtrable, pues éste atravesaba filtros normales utilizados para esterilizar 

cultivos de bacterias. Un día, descubrió que los cultivos líquidos del bacilo de la disentería 

que tenían una turbidez evidente debido al crecimiento bacteriano la tarde anterior, 

aparecieron transparentes, como si las bacterias hubieran sido destruidas. En 1917 publicó 

un artículo en la revista de la Academia de Ciencias de París con el título: “Sobre un 

microbio invisible antagonista de bacilos disentéricos” (D’Herelle, 2007). A este 

antagonista lo denominó bacteriófago. Poco más tarde, se evidenció que dos años antes, 

en 1915, había aparecido en The Lancet otro artículo titulado: “Una investigación sobre 

la naturaleza de los virus ultra-microscópicos” (Twort, 1915), escrito por el médico 

inglés Frederick William Twort (Camberley, 1877-1950). Al final de este artículo, 

Frederick Twort reconoce que no tenía financiación suficiente para continuar con sus 

investigaciones… 

Frederick Twort publicó posteriormente numerosos trabajos sobre sus investigaciones 

con fagos, y quizás un buen resumen de ellos puede apreciarse en su trabajo recopilatorio 

publicado en The Lancet titulado “Nuevas investigaciones sobre la naturaleza de los virus 

ultramicroscópicos y su cultivo” (Twort, 1936). 



12 
 

Los ensayos en humanos con fagos fueron muy controvertidos antes de la Segunda Guerra 

Mundial, ya que hasta que no se inventó y optimizó el microscopio electrónico en la 

década de los años 40, muchos de los experimentos realizados en esa época con filtrados 

resultantes de la lisis de cultivos bacterianos parecían un completo misterio.  

La puntilla general a los intentos de establecer una verdadera terapia fágica -sobre todo 

en países del Oeste de Europa- la dio la década de los años 40 del siglo pasado, con el 

descubrimiento de la Penicilina y otros antibióticos que siguieron al hallazgo de Fleming. 

Los antimicrobianos parecían armas infalibles contra las enfermedades infecciosas, por 

lo que se abandonaron la mayoría de los estudios con bacteriófagos. Sin embargo, en 

algunas partes de la antigua Unión Soviética -Europa del Este- se continuó investigando 

y realizando terapias basadas en cultivos de fagos. Pero las publicaciones derivadas de 

esos estudios no han sido consideradas lo suficientemente rigurosas como para merecer 

la atención de occidente. Básicamente, muchos estudios con fagos parecían ser bastante 

irreproducibles, debido a que no se conocía bien su biología. Con el aumento vertiginoso 

que está experimentando la resistencia de las bacterias a los antibióticos, y a la imperiosa 

necesidad de mantener activos a los antibióticos de los que disponemos en los hospitales, 

los estudios con virus bacteriófagos han comenzado a volver a realizarse de forma masiva 

en occidente, y en los últimos 22 años hemos pasado de los 1500 artículos que contenían 

la palabra bacteriófago o fago en el año 2000, a los casi 3.300 publicados en 2022. 

Pero en otros campos de investigación como en la medicina veterinaria, la acuicultura, o 

incluso en la industria alimentaria, el poder bactericida de los fagos también ha desatado 

un interés evidente (Ramos-Vivas et al., 2021a). En este sector, utilizar antibióticos o 

productos químicos está cada vez peor visto de cara al consumidor, así que para el control 

de poblaciones bacterianas, los fagos son una posibilidad real que está volviendo a 

tomarse en serio. 
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Biología de los bacteriófagos  

 

Los bacteriófagos, también conocidos simplemente como fagos, se presentan de nuevo 

como una alternativa a los compuestos antimicrobianos contra las bacterias, ya que su 

estrechísimo rango de huéspedes les confiere una elevada especificidad. Además, no 

poseen efectos los secundarios adversos de los antibióticos (Nagel et al., 2022; Ghosh et 

al., 2019). Por si fueran pocos argumentos, los fagos producen enzimas con actividad 

lítica que “perforan” la pared celular de las bacterias -las llamadas lisinas fágicas-, lo que 

les confiere un potencial biotecnológico muy importante. 

 

 

Distribución de los bacteriófagos 

 

Añadiendo más ventajas de los fagos, otra muy importante es que los virus que infectan 

bacterias son ubicuos en la naturaleza, especialmente en los ambientes acuáticos, tanto de 

agua dulce como de agua salada, lo que representa una fuente enorme de viriones y fagos, 

y por lo tanto de enzimas líticas. Se estima que en nuestro planeta hay al menos 1031 

bacteriófagos (Mushegian, 2020; Simmonds et al., 2017). 

En el agua de mar, los fagos juegan un papel crucial sobre la variabilidad de las 

comunidades microbianas que regulan los ciclos biogeoquímicos en los océanos 

(Wigington et al., 2016; Zhang et al., 2020; Winter et al., 2004; Roux et al., 2016). 

Algunos estudios cuantitativos sobre aguas marinas utilizando microscopía electrónica de 

transmisión han demostrado que los virus sin cola son los más abundantes, seguidos por 

los fagos con cola de las familias Myoviridae y Podoviridae (Brum et al., 2013). Se estima 

que puede haber aproximadamente unos 10 millones de partículas fágicas tan solo en un 

mililitro de agua de mar (Luo et al., 2017; Adriaenssens et al., 2021; Garin-Fernandez et 

al., 2018; Zeigler Allen et al., 2017; Mizuno et al., 2016). Por si fuera poco los peces, los 

moluscos y los crustáceos de esos ambientes marinos albergan “hordas” de fagos en sus 

tractos digestivos (Bettarel et al., 2018; He and Yang, 2015; Gadoin et al., 2021b; Gadoin 

et al., 2021a. Esto ya fue evidenciado hace más de 30 años, cuando se detectaron fagos 

en los tejidos de peces tras exponer a los animales a una alta concentración de 

bacteriófagos de Escherichia coli (Fattal et al., 1988). 
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Esos datos nos indican claramente que el reservorio de fagos y por lo tanto de las proteínas 

que codifican sus genes es enorme, y debido la mejora en los procesos de secuenciación 

masiva y al incremento de las herramientas bioinformáticas de las que disponemos, la 

distribución de los fagos en ecosistemas acuáticos y en los organismos que viven en esos 

ecosistemas es un área científica que está experimentando un crecimiento exponencial. 

Quizás una de las cifras más impresionantes que consiguen los fagos es que se estima que 

matan alrededor del 40 % de la población de bacterias marinas cada día, y que el flujo de 

carbono de la biomasa de fagos se estima en 145 Gigatoneladas por año, lo que supone 

un papel esencial en el ciclo del carbono de nuestro planeta (Gao et al., 2022). A parte de 

los ecosistemas acuáticos y de sus habitantes, los fagos son especialmente abundantes en 

el suelo (Wommack et al., 2015; Anand et al., 2016), en el tracto digestivo de mamíferos 

y aves terrestres (Shkoporov and Hill, 2019; Guerin and Hill, 2020; Harvey and Holmes, 

2022; Shan et al., 2022), e incluso en los alimentos (Kennedy et al., 1986; Gautier et al., 

1995).  

 

Ciclo de vida de los bacteriófagos 

 

Los bacteriófagos, como cualquier otro virus, dependen del metabolismo de su 

hospedador natural para multiplicarse. Durante el proceso de multiplicación, los fagos 

utilizan los recursos de la bacteria para producir una progenie de virus -entre decenas y 

miles- que termina matando al hospedador (Dion et al., 2020).  

Como primera etapa de la biología de estos virus, está la infección de la bacteria 

hospedadora. Para realizar la etapa de adherencia y unión a los receptores específicos de 

la bacteria, los fagos tienen ligandos altamente específicos para estructuras superficiales 

de las bacterias, como los polisacáridos capsulares y moléculas de la membrana externa 

de la bacteria como el lipopolisacárido y el peptidoglicano. Algunos fagos tienen ligandos 

para receptores presentes en otras estructuras superficiales como las fimbrias, los pili y 

los flagelos bacterianos (Washizaki et al., 2016; Dunne et al., 2018; Bertozzi Silva et al., 

2016; Thanki et al., 2018; Hyman and Abedon, 2010). Al igual que los virus eucariotas, 

los fagos inyectan su ácido nucleico en el citoplasma bacteriano y a partir de ese momento 

secuestran la maquinaria molecular de la bacteria para conseguir una extensa replicación 

del genoma fágico con el objetivo de producir un ciclo replicativo denominado lítico, 
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porque termina invariablemente con la destrucción de la bacteria hospedadora Figura 1.  

En algunos casos, el genoma del fago recién insertado en la bacteria puede seguir otro 

camino. Puede insertarse en el propio genoma de la bacteria pasando a ser un profago. 

El proceso de incorporación del genoma del fago al genoma de la bacteria se denomina 

lisogenización, y en este caso hablamos de un ciclo de vida lisogénico en lugar de lítico. 

De esta manera, el material genético -o parte de él- es transferido a la descendencia e la 

bacteria tras cada ronda de división celular (Figura 1). Una característica asociada al ciclo 

lisogénico es que las nuevas bacterias no producirán nuevas partículas víricas hasta que 

las condiciones no sean favorables para el fago, o hasta que algún estímulo externo estrese 

a la bacteria y active el mecanismo lítico del fago. Un tercer tipo de ciclo reproductive 

menos conocido de los fagos es el llamado ciclo pseudolisogénico, en el cual la 

información codificada en el genoma del fago no se expresa rápidamente. Quizás porque 

la bacteria vive en un ambiente con baja disponibilidad de nutrientes y no alcanza un nivel 

de energía necesario para su mantenimiento óptimo. Sin embargo, los fagos en 

pseudolisogenia podrían entrar en ciclo lítico o mantenerse en ciclo lisogénico (Łoś and 

Węgrzyn, 2012; Mäntynen et al., 2021). 

La obtención y caracterización de bacteriófagos líticos es de especial interés ya que serían 

de primera elección para eliminar selectivamente bacterias patógenas para humanos o 

animales. Los fagos lisogénicos se quedarían en el genoma de su bacteria hospedadora y 

no se multiplicarían hasta que se dieran las condiciones favorables para ello, lo que haría 

difícil su control. Sin embargo, el estudio de los fagos lisogénicos es también interesante, 

porque evolucionan con sus bacterias hospedadoras. Así que resulta de especial interés 

aislar una bacteria que tenga propiedades interesantes desde el punto de vista  

biotecnológico o desde el punto de vista de su utilización contra patógenos y caracterizar 

los posibles profagos que contenga su genoma. Por otro lado, la identificación de fagos 

lisogénicos en las bacterias ayuda seleccionar las cepas que podrían ser menos 

susceptibles a fagos líticos. Así, detectando y analizando qué cepas son sensibles o 

resistentes a bacteriófagos líticos, o qué cepas portan ya fagos lisogénicos, la selección es 

mucho más rápida y eficaz. 
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Figura 1.  

 

Figura 1. Ciclos de “vida” típicos de los bacteriófagos. 
El ciclo lítico comprende desde la unión del bacteriófago a la bacteria hospedadora, 

hasta la destrucción de la bacteria y la liberación de la progenie de fagos. En el ciclo 

lisogénico, el ADN del fago se integra en el genoma de la bacteria y se replica con él, 

sin más consecuencias para la bacteria o su progenie.  
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Enzimas líticas de fagos y despolimerasas 

 

Existen tres clases de enzimas que hidrolizan la pared celular de las bacterias: la lisozima, 

las autolisinas bacterianas y las lisinas fágicas. Las distintas clases de lisozimas -por 

ejemplo las animales- tienen la habilidad de hidrolizar el enlace glicosídico β-(1,4) que 

existe entre el ácido N-acetilmurámico y el ácido N-acetilglucosamínico del polímero de 

la pared celular bacteriana llamado peptidoglicano. Su papel biológico es esencialmente 

el defensivo, aunque su actividad es muy limitada y a menudo muy reducida, con 

capacidad para lisar muy pocas bacterias y casi siempre Gram positivas. Sin embargo, 

algunas lisozimas también ejercen un papel como enzimas digestivas de algunos 

animales. 

Las hidrolasas de la pared bacteriana -o autolisinas- están implicadas en el remodelado 

de la pared celular para mantener la integridad estructural de la bacteria, pero también 

participan en procesos como la división celular, el ensamblaje de algunas estructuras 

superficiales de las bacterias y en la estabilización de los sistemas de secreción 

bacterianos (Vollmer et al., 2008; Vermassen et al., 2019). Al tener la capacidad de 

hidrolizar la pared bacteriana, su actividad debe estar muy finamente regulada. 

La tercera clase de hidrolasas son las lisinas fágicas, que tienen como diana el 

peptidoglicano de la pared celular. Las enzimas líticas de bacteriófagos también se 

conocen como enzibióticos (enzybiotics, por ENZYme antiBIOTICS). Estas enzimas son 

sintetizadas al final del ciclo lítico de los bacteriófagos para lisar la bacteria en cuyo 

interior se reproducen, llegando a lisar la bacteria “desde dentro”, principalmente en 

bacterias Gram negativas (Young et al., 2000). Por otro lado, en las bacterias Gram 

positivas, las lisinas fágicas pueden hacer poros en la membrana de la bacterias “desde 

afuera”, durante el momento en el que el fago se une a la superficie bacteriana (Loessner, 

2005; Young, 1992; Shao and Wang, 2008). La estructura de las endolisinas puede ser 

globular o modular. Las endolisinas globulares pertenecen a fagos que infectan a bacterias 

Gram negativas, mientras que las endolisinas modulares pertenecen a fagos que infectan 

a bacterias Gram positivas.  

Además del interés por los fagos, la utilización de sus enzimas líticas también ha 

comenzado a ser un campo de estudio y desarrollo muy fértil, aunque más complicado, 

debido a la dificultad de su obtención y purificación (Fischetti, 2018; Trudil, 2015; 

Rodríguez-Rubio et al., 2016. Las proteínas con actividad lítica presentes en 
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bacteriófagos pueden dividirse en endolisinas, exolisinas y despolimerasas. Las lisinas 

fágicas son las encargadas de degradar el peptidoglicano bacteriano y poseen una 

diversidad estructural asombrosa que obedece principalmente a la conformación del sitio 

de unión al peptidoglicano que tengan (Catalão et al., 2013; Vázquez et al., 2018; 

Broendum et al., 2018a; Cahill and Young, 2019; Rodríguez-Rubio et al., 2016; Ghose 

and Euler, 2020). La estructura de las lisinas determina si van a degradar la pared celular 

de las bacterias Gram positivas o de las bacterias Gram negativas dependiendo si poseen 

un dominio catalítico y un dominio de unión a la pared celular (Gram positivas) o si solo 

poseen un dominio catalítico (Gram negativas). La mayoría de endolisinas degradan la 

pared celular desde el interior de la bacteria para facilita la liberación de las partículas 

fágicas fabricadas durante el ciclo lítico. Sin embargo, también existen lisinas fágicas que 

degradan la pared celular desde el exterior, como hemos comentado. Estas últimas se 

llaman exolisinas o ectolisinas y están consideradas de gran interés desde el punto de vista 

de su aplicación como agentes antimicrobianos. Las exolisinas tienen gran capacidad para 

lisar bacterias Gram positivas ya que su pared celular está expuesta directamente en la 

superficie de la bacteria, al contrario que en las bacterias Gram negativas, donde estas 

enzimas tienen que sortear el lipopolisacárido, y también frecuentemente otras estructuras 

como fimbrias y cápsulas. Con las ectolisinas o exolisinas no sería necesario esperar a la 

inducción del ciclo lítico para lisar a la bacteria (Oliveira et al., 2015; Fenton et al., 2010; 

Fischetti, 2010). Además, estas exolisinas pueden degradar biofilms de bacterias tanto 

Gram positivas como Gram negativas. El único “pero” es que los estudios con estas 

enzimas han sido realizados prácticamente in vitro (Sharma et al., 2018; Chan and 

Abedon, 2015; Meng et al., 2011), mientras que con endolisinas, además de haber muchos 

más estudios, también se han utilizado frecuentemente para probar su actividad in vivo.  

Una ventaja adicional de estas enzimas líticas es su diversidad estructural (Dion et al., 

2020; Semenyuk et al., 2020; Broendum et al., 2018b). Además, pueden ser manipuladas 

mediante ingeniería genética para que sean más efectivas en cuando a su afinidad por la 

pared celular, o a la hora de perforarla (Gerstmans et al., 2020; Gerstmans et al., 2016; 

Wang et al., 2018; Yan et al., 2017; Cheleuitte-Nieves et al., 2020; Heselpoth et al., 2019). 

Otras enzimas menos conocidas que las endolisinas o las exolisinas son las enzimas 

fágicas que tienen actividad despolimerasa, también conocidas como despolimerasas 

fágicas. Se ha demostrado que poseen una actividad antibiofilm muy interesante ya que 

por ejemplo, en el caso de estos últimos, muchos componentes de la matriz son polímeros 

de diferente naturaleza (Pires et al., 2016; Volozhantsev et al., 2020; Lin et al., 2018). Un 



19 
 

biofilm es una comunidad de bacterias embebidas en una matriz compleja que les sirve 

de “pegamento” intercelular y también para pegarse a un sustrato -vivo o inerte-. Vivir en 

un biofilm incrementa las posibilidades de supervivencia de las bacterias y por lo tanto 

son estructuras que facilitan su patogénesis. También se ha visto que estas despolimerasas 

son capaces de despolimerizar los azúcares complejos o proteínas que forman las cápsulas 

de las bacterias -como la capa S- o las cápsulas de polisacáridos en células planctónicas.  

En los últimos años se han aislado y parcialmente caracterizados numerosos fagos 

capaces de infectar patógenos bacterianos de peces (Tabla 1). La mayoría de esos estudios 

han demostrado una buena eficacia de los fagos a la hora de lisar bacterias in vitro. En 

algunos casos, incluso se han llevado a cabo estudios de campo utilizando las rutas de 

administración disponibles (oral, intraperitoneal, intramuscular, introducidos en el 

alimento, o añadidos directamente al agua de los tanques).  

 

 

Taxonomía 

 

Los estudios en los que se ha analizado el comportamiento de los fagos reflejados en la 

tabla 1 han seguido principalmente los criterios de clasificación de Ackermann o del 

Comité Internacional para la Taxonomía de Virus (ICTV) (http://www.ictvonline.org/) 

para identificar a esos fagos (Ackermann, 2007; Ackermann, 2009). La clasificación de 

los fagos se basa principalmente en el tipo de ácido nucleico, la estructura y morfología 

de la partícula vírica, el modo de replicación, su diana en el hospedador bacteriano e 

incluso por su distribución geográfica (Pietilä et al., 2014). Los investigadores que 

trabajan en acuicultura utilizan principalmente el microscopio TEM y la sensibilidad de 

los ácidos nucleicos a las nucleasas (RNAsa o DNAsa) para determinar la morfología y 

el tipo de ácido nucleico de los fagos. En los últimos años, se han introducido otras 

técnicas como la crio-microscopía electrónica, y la cristalografía de rayos X. Para una 

mejor clasificación y caracterización, cada vez se utiliza más la información genómica 

(Adriaenssens et al., 2015; Lavigne et al., 2009; Lavigne et al., 2008). 

Los bacteriófagos poseen principalmente tres morfologías características: formas 

filamentosas, icosaédricas e icosaédricas con una cola a través de la cual inyectan su ácido 

nucleico desde la cápside. Esta última morfología es la más conocida, y tiene tres 

componentes básicos, una cápside donde se empaqueta un ácido desoxirribonucleico de 

http://www.ictvonline.org/
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doble cadena, una cola que puede ser rígida o flexible, corta o larga y que sirve de 

“jeringa” para inyectar el ADN en la bacteria, y, finalmente, un sistema de 

reconocimiento de la superficie de la bacteria formado por fibras conocidas como fibras 

de la cola. Otras estructuras no poco habituales son, una placa basal a partir de la cual 

sale las fibras de la cola, un collar debajo de la cápside que hace de puente entre ésta y la 

cola, los denominados “bigotes” que pueden asomar en la parte alta de la cola, cerca del 

collar, y por último, en la placa basal, las espículas (Koskella et al., 2022; Kuhn and 

Thomas, 2022).  

 

 

 

Inducción del ciclo lítico/lisogénico de bacteriófagos  

 

Como hemos visto, es importante conocer el ciclo de vida de los bacteriófagos tanto de 

patógenos de peces como de bacterias que viven en ambientes acuáticos o en instalaciones 

donde se realiza el cultivo de especies acuáticas de cara a la producción de alimentos para 

el ser humano. De esta manera, poder aislar y caracterizar tanto las bacterias que portan 

profagos como los propios virus bacteriófagos, es de interés desde diferentes puntos de 

vista, por ejemplo, conocer los ciclos de los bacteriófagos puede ayudarnos a controlar 

las poblaciones susceptibles de bacterias. Mientras que para buscar fagos líticos se 

utilizan generalmente técnicas de enriquecimiento con la bacteria hospedadora (Tabla 1), 

para conocer la presencia de profagos con ciclo lisogénico se utilizan generalmente 

agentes que “estresan” a la bacteria, como la radiación ultravioleta o la Mitomicina C.  

La identificación de fagos lisogénicos en bacterias presentes en instalaciones de 

acuicultura puede ayudarnos a futuras investigaciones sobre la producción de compuestos 

o para el control biológico de dichas cepas.  
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TABLA 1. Bacteriófagos utilizados para el estudio o control de patógenos bacterianos en acuicultura 

Bacteria Gram-

negativa diana 
Origen 

Método de 

caracterización 
Nombre del fago Familia 

Longitud del 

genoma 
Referencia/s 

Aeromonas hydrophila 

Agua de río TEM ɸ2 and ɸ5 Myoviridae ~20 kb (Le et al., 2018) 

Estanques; Ríos 

contaminados 
TEM 

N21, W3, G65, Y71 
and Y81 

Myoviridae; 

Podoviridae 
n.d. (Liu et al., 2020)  

Agua de arroyo TEM, dsDNA pAh-1 Myoviridae ~64 kb (Easwaran et al., 2017)  

Agua de mar 
TEM, secuenciación de 
ADN 

Akh-2 
Siphoviridae 114,901 pb (Akmal et al., 2020) 

Tejidos de carpa TEM AHP-1 Myoviridae n.d. (Chandrarathna et al., 2020)  

Agua de lago 
TEM, dsDNA, 
secuenciación de ADN 

AhyVDH1 
Myxoviridae 39,175 pb (Cheng et al., 2021)  

Agua de río  
TEM, dsDNA, 

secuenciación de ADN 

MJG 
Podoviridae 45,057 pb (Cao et al., 2019)  

Aguas residuales TEM AH1 n.d. n.d. Wu et al., 1981() 

Agua de estanque de pez 
gato rayado 

TEM, dsDNA, 
secuenciación de ADN 

PVN02 
Myoviridae 51,668 pb 

(Tu et al., 2020) (Hoang A et al., 
2019) 

Agua de río TEM, dsDNA 
pAh1-C 

pAh6-C 
Myoviridae  

55 kpb  

58 kpb 
(Jun et al., 2013) 

Agua de un arroyo 
TEM, secuenciación de 

ADN 

Ahy-yong1 
Autographiviridae 43,374 (Pan et al., 2022a) 

Aguas residuales 
TEM, dsDNA, 

secuenciación de ADN 

Ahp2 
Myoviridae 47,331 pb (J.-B. Wang et al., 2021) 

Aguas residuales 
TEM, dsDNA, 

secuenciación de ADN 

Ahp1 
Podoviridae ~42 kpb (Wang et al., 2016)  

A. punctata Agua de corriente TEM, dsDNA IHQ1 Myoviridae 25-28 kpb (Ul Haq et al., 2012) 

A. salmonicida 

Ambientes acuáticos (río, 
lago) 

TEM, secuenciación de 
ADN 

HER98,  
ER110 

Myoviridae 
173,590 pb, 
236,567 pb 

(Hosseini et al., 2021) (Vincent et 
al., 2017) 

River waters, two passing 
through fish farms 

TEM, secuenciación de 
ADN 

SW69-9  

L9-6  

Riv-10 

Myoviridae 

173,097 pb, 

173,578 pb and 

174,311 pb 

(Vincent et al., 2017)  

Agua de río  
TEM, secuenciación de 

ADN 

phiAS5 
Myoviridae 225,268 pb (Ji Hyung Kim et al., 2012b)  

Sedimento en granja de 

trucha arco iris 

TEM, dsDNA, 

secuenciación de ADN 

PAS-1 
Myoviridae ~48 kb  (J. H. Kim et al., 2012) 

Wastewater from a seafood 
market 

TEM, secuenciación de 
ADN 

AsXd-1 
Siphoviridae 39,014 pb  (Yang et al., 2018) 

Sewage network water from 

a lift station 
TEM 

AS-A 

AS-D 
AS-E 

Myoviridae n.d. 
(Silva et al., 2016) (Duarte et al., 

2021) 
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Agua de río TEM 
HER 110 

Myoviridae n.d. 
(Imbeault et al., 2006) (Petrov and 
Karam, 2004) 

A. salmonicida subsp. 

masoucida 

Aguas residuales de 

mercado de peces y 
mariscos 

TEM, secuenciación de 

ADN 
ZHA, ZHD, ZHF Myoviridae 161,887 pb (Xu et al., 2021) 

Aeromonas spp. 
Contenido gastrointestinal 

de varias especies de peces 

TEM, secuenciación de 

ADN 

phiA8‑29 
Myoviridae 144,974 pb (He et al., 2019) 

Citrobacter braakii Aguas residuales 
TEM, secuenciación de 
ADN 

vB_CbrM_HP1 
Myoviridae 89,355 pb (Huang et al., 2022) 

C. freundii Aguas residuales 
TEM, secuenciación de 

ADN 

IME-JL8 
Siphoviridae 49,838 pb   (Jia et al., 2020) 

Edwardsiella ictaluri 

Agua de estanques de pez 

gato 

TEM, dsDNA, 

secuenciación de ADN 

eiAU 
eiDWF  

eiMSLS 

Siphoviridae 
42.80 kpb 
42.12 kpb 

42.69 kpb 

 (Walakira et al., 2008) (Carrias et 

al., 2011) 

Agua de río Secuenciación de ADN PEi21 Myoviridae 43,378 pb 
(Yasuike et al., 2014) (Hassan et 
al., 2012) 

Striped catfish kidney and 

liver  
TEM, dsDNA 

MK7 
Myoviridae ~34 kb (Hoang et al., 2018)  

Muestra de lodo de una 
piscifactoría 

TEM, secuenciación de 
ADN 

PVN06, PVN09 
Myoviridae, 
Autographiviridae 

44,032 pb, 37,945 
pb 

(Nguyen et al., 2021) 

E. tarda 

Agua de mar TEM, dsDNA ETP-1 Podoviridae ~40 kb (Nikapitiya et al., 2020)  

Agua de río 
TEM, secuenciación de 

ADN 

pEt-SU 
Myoviridae 276,734 pb (Kim et al., 2020)  

Aguas residuales  secuenciación de ADN PETp9 Myoviridae 89,762 pb (Cui et al., 2020) 

Tejidos de peces y agua de 

mar 

TEM, secuenciación de 

ADN 

GF-2 
Myoviridae 43,129 pb  (Yasuike et al., 2015) 

Flavobacterium 

columnare 

Agua de río 
TEM, secuenciación de 

ADN 

FCL-2 

 
Myoviridae 47,14 pb 

(Almeida et al., 2019) (Laanto et 

al., 2015) (Laanto et al., 2011) 

Agua de estanque de peces y 

sedimentos del fondo 
TEM, dsDNA FCP1-FCP9 Podoviridae n.d.  (Prasad et al., 2011) 

Agua de tanque de 

piscifactoría 

TEM, secuenciación de 

ADN 
34 fagos diferentes. 

Diferentes 

familias 
Diferentes tamaños (Runtuvuori-Salmela et al., 2022) 

F. psychrophilum 

Agua de granja de trucha 

arco iris 
TEM, dsDNA 

ø (FpV-1 to FpV-
22) 

 

Podoviridae 
Siphoviridae 

Myoviridae 

(~8 to ~90 kb) 
(Christiansen et al., 2014) 
(Stenholm et al., 2008) (Donati et 

al., 2021) 

Riñones de ayu y agua de 

estanque recolectada de 

granjas de ayu 

TEM, dsDNA 

PFpW-3, PFpC-Y 

PFpW-6, PFpW-7 

PFpW-8 

Myoviridae; 

Podoviridae; 

Siphoviridae 

n.d. (Kim et al., 2010)  

Photobacterium 

damselae subsp. 

damselae 

Ostras crudas TEM, dsDNA Phda1 Myoviridae 35.2–39.5 kb (Yamaki et al., 2015)  

Tracto gastrointestinal del 
tiburón gato  

TEM, secuenciación de 
ADN 

vB_Pd_PDCC-1 Myoviridae 237,509 pb (Veyrand-Quirós et al., 2020)  

Pseudomonas 

plecoglossicida 

Agua de estanque de ayu y 

peces enfermos 

TEM, secuenciación de 

ADN 

PPpW-3 

PPpW-4 

Myoviridae 

Podoviridae 

43,564 pb 

41,386 pb 

(Kawato et al., 2015) (Park et al., 

2000) 
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P. aeruginosa Aguas residuales 
TEM, secuenciación de 
ADN 

MBL 
n.d. 42519 pb (Khairnar et al., 2013) 

Shewanella spp. 
Aguas residuales de un 
mercado 

TEM, secuenciación de 
ADN 

SppYZU01 to 

SppYZU10 Myoviridae; 
Siphoviridae. 

SppYZU01 

(43.567 pb) 
SppYZU5  

(54.319 pb) 

 (Yang et al., 2019) 

Tenacibaculum 

maritimum 
Agua de mar 

TEM, secuenciación de 

ADN 

PTm1 

PTm5 
Myoviridae 

224,680 pb 

226,876 pb 
(Kawato et al., 2020)  

Vibrio alginolyticus 

Agua de un tanque de 

acuicultura 

TEM, secuenciación de 

ADN 

VEN 
Podoviridae 44,603 pb (Kokkari et al., 2018)  

Sedimento marino 
TEM, secuenciación de 

ADN 

ValKK3 
Myoviridae 248,088 pb (Lal et al., 2016a)  

Agua de mar TEM, dsDNA 
St2  

Grn1 
Myoviridae 

250,485 pb  

248,605 pb 
 (Kalatzis et al., 2016) 

Agua de tanque con Artemia 
salina  

TEM, secuenciación de 
ADN 

Artemius Siphoviridae 43,349 kpb (Droubogiannis et al., 2022) 

V. anguillarum 

Soft tissues from clams and 
mussels 

TEM, dsDNA 

309 

ALMED 

CHOED 
ALME 

CHOD 

CHOB 

Distintas 
morfologías 

~47-48 kb  (Higuera et al., 2013) 

Aguas residuales dsDNA 
VP-2 

VA-1 
n.d. n.d.  (Silva et al., 2014) 

Muestras de agua de 
piscifactorías 

TEM, secuenciación de 
ADN 

ø H1, H7, S4-7, H4, 

H5 
H8, H20 

S4-18, 2E-1, H2 

Myoviridae 

Siphoviridae 

Podoviridae 

~194-95 kb 

~50 kb 

~45-11 kb 

 (Tan et al., 2014) 

Vibrio campbellii 

Cepa huésped (V. 
campbellii) aislada de un 

camarón muerto 

TEM, secuenciación de 

ADN 
HY01 Siphoviridae 41.772 bp (Nuidate et al., 2021) 

Hepatopáncreas de 

camarones blancos del  
Pacífico 

dsDNA, secuenciación 

de ADN 
vB_Vc_SrVc9 Autographiviridae ~43,15 kb  (Lomelí-Ortega et al., 2021) 

 

 

 

 

 

 

 

V. harveyi 

Granja camaronera, 

criaderos y agua marina 
TEM, dsDNA 

A 
Siphoviridae n.d.  (Vinod et al., 2006) 

Vibrio harveyi como 

hospedador 
TEM, dsDNA 

VHML 
Myovirus-like n.d. (Oakey and Owens, 2000)  

Agua del estanque de 

camarones 
TEM, dsDNA 

PW2 
Siphoviridae ~46 kb 

(Phumkhachorn y 

Pattanachaikunsopon, (2010) 

Muestras de sedimentos de 

agua  
TEM, dsDNA 

VHM1, VHM2  

VHS1 

Myoviridae, 

Siphoviridae 

~55 kb,~66 kb 

~69 kb 
 (Stalin and Srinivasan, 2017) 

Agua y tejidos de ostras TEM, dsDNA 
vB_VhaS-a  

vB_VhaS-tm 
Siphoviridae 

~ 82 kb 

~59 kb 
 (Wang et al., 2017) 
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Muestras comerciales de 

almejas 

Análisis genómico, 

dsDNA 

ø VhCCS-01 
VhCCS-02 

VhCCS-04  

VhCCS-06 

VhCCS-17  

VhCCS-20 

 
VhCCS-19  

VhCCS-21 

 

Siphoviridae, 

 
 

 

 
Myoviridae 

n.d. (Crothers-Stomps et al., 2010) 

Muestras de ostras, almejas, 

camarones y agua de mar 

TEM, secuenciación de 

ADN 
VHP6b Siphoviridae 78,081 pb  (Raghu Patil et al., 2014) 

Criadero de camarones y 

agua de granja, ostras de 
estuarios, agua de mar 

costera 

TEM, dsDNA 

Viha10 
Viha8 

 

Viha9 
Viha11 

 

Viha1 to Viha7 
 

 
Siphoviridae 

 

- 
 

Siphoviridae 

Myoviridae 
(Viha4) 

n.d. 

 

 
 

~44-94 kb 

~85 kb (Viha4) 

(Karunasagar et al., 2007)  
 

 

  
(Shivu et al., 2007) 

Muestra de agua de mar TEM VhKM4 Myoviridae n.d.  (Lal et al., 2017) 

       

V. ordalii Mejillones macerados 
TEM, secuenciación de 

ADN 
B_VorS-PVo5 Siphoviridae 80,578 pb (Echeverría-Vega et al., 2016)  

V. owensii Agua en ambiente coralino 
TEM, secuenciación de 

ADN, dsDNA 

Phi50-12 
Schitoviridae 68,059 pb (Lin and Tsai, 2022) 

V. parahaemolyticus 

Ostras de mercado 
TEM, secuenciación de 

ADN 
VPT02 Siphoviridae 120,547 pb (You et al., 2021) 

Aguas residuales TEM, dsDNA VPp1 Tectiviridae ~15 kb (Yong et al. 2013() 

Agua de mar contaminada TEM, dsDNA 
KVP40 

KVP41 
Myoviridae n.d. 

(Matsuzaki et al., 2000) 

(Matsuzaki et al., 1992) 

Agua de mar o mejillones dsDNA 
SPA2 

SPA3 
n.d. ~ 21 kb (Onarinde and Dixon, 2018)  

Costa marina 
TEM, secuenciación de 

ADN 

pVP-1 
Siphoviridae 111,506 pb 

(Ji Hyung Kim et al., 2012a) (Jun 

et al., 2014) 

V. parahaemolyticus aislado 

de muestras de aguas 

residuales recogidas en un 
mercado de productos 

acuáticos 

TEM, secuenciación de 

ADN 

vB_VpS_BA3 

vB_VpS_CA8 
Siphoviridae 

58,648 pb 

58,480 pb 
 (Yang et al., 2020) 

Agua del estanque de 
camarones 

TEM, secuenciación de 
ADN 

VP‑1 
Myoviridae 150,764 pb (Matamp and Bhat, 2020)  

Sedimentos de arena costera 
TEM, secuenciación de 

ADN 

VpKK5 
Siphoviridae 56,637 pb 

(Lal et al., 2016b) (Lal and 

Ransangan, 2015) 
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V. splendidus 

Aguas residuales sin tratar 
obtenidas de criaderos 

locales 

TEM 
PVS-1, PVS-2 
PVS-3 

Myoviridae; 

Siphoviridae 
n.d. (Li et al., 2016) 

Agua de mar cerca de una 

jaula de piscifactoría 

TEM, secuenciación de 

ADN 

vB_VspP_pVa5 
Podoviridae 78,145 pb  (Katharios et al., 2017) 

Vibrio sp. 

Salidas de drenaje de aguas 
residuales 

TEM, secuenciación de 
ADN 

VspDsh-1 
VpaJT-1 

 ValLY-3 

 ValSw4–1 
VspSw-1 

Siphoviridae 

46,692 pb 
60,177 pb  

76,310 pb  

79,545 pb  
113,778 pb 

(Chen et al., 2019)  

Aguas residuales de 

mercado local 

TEM, secuenciación de 

ADN 
OY1 Autographiviridae 43,479 pb (L. Gao et al., 2022) 

V. coralliilyticus 
Aguas residuales en criadero 
de ostras 

TEM 
pVco-14 

Siphoviridae n.d. (Kim et al., 2019)  

V. vulnificus 

Aguas residuales 
TEM, secuenciación de 

ADN 

SSP002 
Siphoviridae 76,350 pb (Lee et al., 2012) (Lee et al., 2014) 

Molusco gasterópodo TEM, secuenciación VVPoo1 Siphoviridae 76,423 pb (Kim et al., 2021) 

Initial host strain (V. 

vulnificus) 
TEM 

VV1 
VV2 

VV3 

VV4 

Tectiviridae n.d. (Srinivasan and Ramasamy, 2017) 

Yersinia ruckeri 

Aguas residuales que 
contienen heces de trucha 

suspendidas, EN un 

estanque de sedimentación 
de la granja de truchas 

TEM 

NC10 

Podoviridae n.d. (Welch, 2020) 

Aguas residuales TEM 

YerA41 (varios 

fagos) 

Cabeza 

icosaédrica, y cola 
contráctil 

n.d. 
(Stevenson and Airdrie, 1984) 

(Leskinen et al., 2020a) 

Aguas residuales 
TEM, secuenciación de 

ADN, dsDNA 

R1-37 
Myoviridae ~270 kb 

(Kiljunen et al., 2005) (Leskinen 

et al., 2020b) 

 

Tabla 1. Implementada a partir de (Ramos-Vivas et al., 2021b). * Clasificación determinada por los autores; TEM (Microscopía Electrónica 

de Transmisión); dsDNA (Tratamiento con DNAsa); n.d. (No determinado); øSe aislaron varias cepas pero solo una fue seleccionada y 

caracterizada. En negrita, el fago secuenciado de la serie. 
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Tabla 1. Continuación. Fagos utilizados contra patógenos Gram positivos de peces y moluscos. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1 continuación. Implementada a partir de (Ramos-Vivas et al., 2021b). * Clasificación determinada por los autores; TEM 

(Microscopía Electrónica de Transmisión); dsDNA (Tratamiento con DNAsa); n.d. (No determinado); øSe aislaron varias cepas pero solo 

una fue seleccionada y caracterizada. En negrita, el fago secuenciado de la serie. 

 

 

Bacteria Gram 

positivo diana 
Fuente 

Método de 

caracterización 

Nombre de la cepa 

de fago 
Familia* 

Tamaño del 

genoma 
Referencia/s 

Lactococcus garvieae 

L. garvieae aislada de jurel 

enfermo 
TEM, dsDNA 

PLgY(16) 
Siphoviridae n.d. (Park et al., 1997) 

Jurel (Y) 

Agua (W) 

Sedimentos (S) 

TEM, dsDNA 

PLgW1-6  

PLgY16  

PLgY30 

PLgY886 

PLgS1 

Siphoviridae >20 kbp 
(Park et al., 1998, Nakai et al., 

1999, Ooyama et al., 2002) 

Compost doméstico 
TEM,  secuenciación 

ADN 

GE1 
Siphoviridae 24,847 bp (Eraclio et al., 2015) 

L. garvieae como 
hospedador 

TEM,  secuenciación 
ADN 

PLgT-1 
Siphoviridae 29,284 bp 

(Hoai et al., 2016, Hoai and 
Yoshida, 2016, Hoai et al., 2019) 

Agua de piscifactoría de 
trucha 

TEM,  secuenciación 
ADN 

WP-2 
Picovirinae 18,899 bp (Ghasemi et al., 2014) 

Streptococcus 

agalactiae 
Estanque de tilapia TEM 

HN48 
Caudoviridae n.d. (Luo et al., 2018) 

S. iniae S. iniae como hospedador TEM, dsDNA 

vB_SinS-44 
vB_SinS-45 

vB_SinS-46 

vB_SinS-48 

Siphoviridae 

~51.7 kb 
~28.4 kb 

~66.3 kb 

~27.5 kb 

(Wright et al., 2013) 

Weissella ceti W. ceti como hospedador TEM PWc Siphoviridae 38783 bp (Hoai et al., 2018) 
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Objetivos 
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Objetivos 

 

Nuestra hipótesis de partida es que las instalaciones donde se cultivan peces y moluscos 

pueden ser una fuente notable de bacterias con capacidad probiótica o de interés 

biotecnológico. Partiendo de la base de la gran diversidad bacteriana que hay en estos 

ambientes, nos hemos propuesto una serie de objetivos de cara a aislar y caracterizar 

algunas de estas bacterias.  

En primer lugar pretendemos realizar una serie de búsquedas de bacterias en distintas 

zonas del Instituto ECOAQUA donde se cultivan especies acuáticas. Una vez obtenidas 

estas bacterias haremos ensayos de antagonismo frente a patógenos comunes que afectan 

a la acuicultura canaria -principalmente marina- y también a la acuicultura de agua dulce. 

Estas bacterias podrían mostrar un carácter probiótico, al competir directamente contra 

patógenos que pueden atacar esos cultivos de peces y moluscos. 

Además del clásico ensayo de antagonismo para comprobar la capacidad bactericida o 

bacteriostática, o la producción de compuestos antibióticos por las cepas aisladas, 

enfrentaremos las bacterias a un indicador de la producción de moléculas de Quorum-

Sensing, ya que estas moléculas participan en la generación de algunos fenotipos 

bacterianos de interés. En este caso, utilizaremos una cepa de la especie 

Chromobacterium violaceum, con vistas a encontrar alguna bacteria presente en las 

instalaciones de acuicultura que presente antagonismo frente a C. violaceum, o actividad 

inhibitoria de la producción del pigmento violaceína, característico en esta especie de la 

actividad de QS. 

Para establecer claramente un beneficio potencial de las cepas probióticas que muestren 

antagonismo frente a patógenos de interés, debemos realizar pruebas adicionales. Una 

prueba de especial interés es la capacidad de adherencia. Por lo tanto, otro de los objetivos 

del presente trabajo es evaluar la capacidad de adherencia a un sustrato inerte de las cepas 

aisladas en las instalaciones de acuicultura de ECOAQUA, presenten o no actividad 

antagonista frente a patógenos de peces.  

Posteriormente,  seleccionaremos un conjunto representativo de cepas para estudiar la 

presencia de fagos en ellas, mediante la inducción con Mitomicina C. 
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Después de realizar estos  ensayos, seleccionaremos algunas de las cepas que presenten 

buena actividad antagonista y procederemos a secuenciar su genoma y el de los profagos 

que contengan.  

Además, realizaremos fotografías con microscopía de transmisión para conocer en detalle 

la morfología de algunas de estas cepas y de sus fagos. 

 

Como objetivos específicos hemos señalado los siguientes:  

 

1. Aislar bacterias sin requerimientos nutricionales específicos en las instalaciones del 

Instituto ECOAQUA, de la Universidad de las Palmas de Gran Canaria. 

 

2. Probar la capacidad bactericida o bacteriostática de esas bacterias enfrentándolas in 

vitro contra una batería de patógenos de interés en acuicultura. 

 

4. Comprobar la capacidad de formación de biofilms en las cepas aisladas. 

 

5. Comprobar la capacidad de las cepas aisladas para inhibir el QS en una cepa reporter 

de C. violaceum. 

 

6. Comprobar la presencia de profagos en las cepas aisladas mediante ensayos de 

Mitomicina C. 

 

7. Proceder a la secuenciación de las cepas que presenten buena actividad antagonista 

frente a diferentes patógenos de peces. 
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Materiales y Métodos 
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Materiales y Métodos 

 

Cepas bacterianas y cepas tipo utilizadas: 

 

• Aeromonas hydrophila cepa AG2. Departamento de Biología Celular, Universidad de 

León. Aislada inicialmente de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). (Jose Vivas et 

al., 2004) 

• Aeromonas hydrophila cepa PPD70/91. Departamento de Biología Celular, Universidad 

de León. Inicialmente cedida por el profesor Dr K.Y. Leung (National University of 

Singapore) and Dr Fook Kheong (Agri-food & Veterinary Laboratory, Singapore). 

(Zhang et al., 2000) 

• Yersinia ruckeri cepa (nº1) CECT-955. Colección Española de Cultivos Tipo (CECT). 

Aislada inicialmente de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). (Padilla et al., 2022) 

• Yersinia ruckeri cepa (nº2) UL-1. Universidad de León. Aislada inicialmente de trucha 

arcoíris (Oncorhynchus mykiss). (Padilla et al., 2022) 

• Yersinia ruckeri cepa (nº3) UL-ppi 661. Universidad de León. Aislada inicialmente de 

trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). (Padilla et al., 2022) 

• Yersinia ruckeri cepa (nº4) 94/05. Instituto Universitario de Sanidad Animal (IUSA) 

Universidad de Las palmas de Gran Canaria. 

• Yersinia ruckeri cepa (nº5) UL-250. Universidad de León. Aislada inicialmente de 

trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). (Padilla et al., 2022) 

• Streptococcus iniae cepa (nº1) CIP 102508. Instituto Pasteur. Aislada inicialmente de 

un delfín de agua dulce del Amazonas (Inia geoffrensis). (El Aamri et al., 2015) 

• Streptococcus iniae cepa (nº2) CIP 103769. Instituto Pasteur. Aislada inicialmente de 

tilapia (Oreochromis niloticus). (El Aamri et al., 2015) 

• Streptococcus iniae cepa (nº3) CIP 105804. Instituto Pasteur. Inicialmente aislada de un 

delfín de agua dulce del Amazonas (Inia geoffrensis). (El Aamri et al., 2015) 

• Streptococcus iniae cepa (nº4) IUSA-1. Instituto Universitario de Sanidad Animal 

(IUSA) Universidad de Las palmas de Gran Canaria. Aislada inicialmente de dorada 

(Sparus aurata). (El Aamri et al., 2012) 

• Photobacterium damselae subsp. piscicida cepa 94/99.  Aislada inicialmente de dorada 

(Sparus aurata). (Remuzgo-Martínez et al., 2014) 
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• Chromobacterium violaceum cepa CV0Blu, cedida por el profesor Alberto Villena 

(Universidad de León). (J. Vivas et al., 2004) 

• Chromobacterium violaceum cepa CECT-494 T (Bergonzini 1881; NCTC 9757  ATCC 

12472; CCTM la3496; CN 5665; DSM 30191; IFO 12614; NCIB 9131). 

 

 

Medios de cultivo microbiológicos utilizados 

 

• Medio Luria Caldo (LB, Fisher Scientific). Fórmula por litro: triptona (10 gr), extracto 

de levadura (5 gr) y cloruro sódico (0.5 gr). 

 

• Caldo de Soja y Triptona (TSB, Scharlau). Fórmula por litro: triptona (15 gr), soja (5 

gr), NaCl (5 gr), Agar (15 gr). 

 

• Agar de Soja y Triptona (TSA, Scharlau). TSB suplementado con un 1.5% de agar 

bacteriológico. 

 

• Agar bacteriológico (PanReac, AppliChem). 

 

• Caldo Infusión de Cerebro y Corazón (BHIB, Oxoid). Fórmula por litro: infusión de 

cerebro de vaca (12.5 gr), infusión de corazón de vaca (5 gr), peptona (10 gr9, Glucosa 

(2 gr), NaCl (5 gr), Na2HPO4 (2.5 gr). 

 

• Agar Infusión de Cerebro y Corazón (BHIA, Oxoid). BHIB suplementado con 1.5% 

de agar bacteriológico). En el caso de P. damselae subsp. piscicida se suplementaron las 

placas de BHIA con NaCl, hasta alcanzar una concentración final del 1.5%. 

 

Todos los medios de cultivo se esterilizaron mediante autoclave a 121ºC y 15 minutos, en un 

autoclave Selecta. 
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Aislamiento de bacterias en instalaciones de acuicultura 

 

Se tomaron muestras de distintas zonas de las instalaciones del Instituto ECOAQUA, 

durante el mes de junio de 2019. Principalmente, se tomaron muestras de la interfase entre 

el agua y el tanque en las zonas de cultivo de dorada, lubina y en los estanques de 

reproductores o de engorde de corvina (Argyrosomus regius) y de medregal (Seriola 

dumerili). Se muestrearon también los lodos del fondo del fondo de las canalizaciones 

abiertas de entrada y salida de las instalaciones. Además, se tomaron muestras del agua 

de esos mismos tanques y de los filtros de salida, y también de la zona de salida de agua 

de los tanques de engorde y de los reproductores de corvinas y medregales. Se tomaron 

muestras en el agua de las piscinas de la zona exterior del instituto. Las muestras sólidas 

de las paredes de los tanques de cría se tomaron con un hisopo estéril. Las muestras del 

fondo de las canalizaciones se tomaron con un tubo Falcon de 50 ml, arrastrando la capa 

adherida al fondo para recoger la parte sólida. Las muestras de agua se recogieron en 

tubos Falcon de 50 mL. La figura 2 muestra varios lugares de la toma de muestras 

realizadas en las instalaciones de ECOAQUA. 

 

Figura 2 

 

Figura 2. Toma de muestras en las instalaciones de acuicultura del Instituto ECOAQUA. A, 

instalaciones de cultivo de dorada y lubina. B, toma de muestras con un hisopo estéril, de 

un biofilm formado en la interfase entre el agua de un tanque y la pared del mismo. 

 

Una vez tomadas las muestras se trasladaron al laboratorio de microbiología del instituto 

ECOAQUA y se sembraron en medio de cultivo LB Agar. A partir de las muestras 

tomadas con hisopos estériles se realizó una siembra en césped y a partir de las muestras 
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de agua se realizó una siembra de 150 µL sobre las placas utilizando esferas de vidrio. 

Las placas se incubaron a 26ºC durante 48 horas. 

Al cabo de las 48h de crecimiento, se seleccionaron las colonias individualmente, 

recogiendo aquellas que presentaron morfologías diferentes, atendiendo a su forma, color, 

elevación y rugosidad. Una vez seleccionadas las colonias individualmente, se procedió 

a su siembra sobre placas de LB Agar para obtener cultivos puros. Una vez que se 

obtuvieron cultivos puros, se realizó un cultivo en medio líquido y se procedió a congelar 

todas las cepas a -80ºC, utilizando como crio preservante, glicerol, a un porcentaje final 

del 20%. Las cepas se congelaron en placas de 96 pocillos y en tubos individuales, para 

proceder a inocular cepas de forma masiva (con micropipetas multicanal) o individuales, 

cuando para algunos ensayos no era necesaria una siembra masiva. 

 

 

 

Test de antagonismo frente a patógenos de interés en acuicultura 

 

Para realizar los test de antagonismo bacteriano se utilizaron placas Petri de 15 o de 9 cm de 

diámetro. El medio utilizado para los ensayos fue aquel en el que el patógeno diana ofrecía un 

crecimiento óptimo a las 48 horas. Para A. hydrophila se utilizó medio LB Agar; para Y. ruckeri 

se utilizó medio LB Agar; para S. iniae se utilizó medio BHI Agar; para P. damselae subsp. 

piscicida se utilizó medio BHIB con un suplemento hasta el 1.5% con NaCl. 

Las cepas diana se sembraron en césped utilizando 300 µl de una suspensión en PBS, a partir de 

placas de medio sólido. Este césped se realizó utilizando de forma general, esferas de vidrio. 

Posteriormente, se inocularon las cepas aisladas en las instalaciones de ECOAQUA mediante una 

micropipeta multicanal, inoculando 5µl de cada pocillo de las placas de 96 pocillos en donde se 

encontraban los stocks de las bacterias congeladas a -80ºC.  

Cuando el crecimiento de C. violaceum se ralentizaba al tercer o cuarto pase, se realizó una 

siembra de la cepa en césped, utilizando un hisopo estéril, directamente desde una placa de Luria 

agar del cultivo viejo. 

Los resultados se observaron a las 48-72 h. Las placas se fotografiaron y se midió el halo de 

inhibición alrededor de las colonias test que dieron positivo contra alguno de los patógenos de 

peces o contra C. violaceum. 
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Ensayo de formación de biocapas o biofilms 

 

Se analizó la formación de biofilms en todas las cepas aisladas en las instalaciones de 

ECOAQUA.  

Los ensayos cuantitativos y cualitativos de formación de biofilms in vitro se realizaron según el 

método de O´Toole y Kolter (O’Toole and Kolter, 1998) con modificaciones aportadas por 

Remuzgo-Martínez y colaboradores (Remuzgo-Martínez et al., 2015). Para la formación de 

biofilms se utilizaron placas de 24 pocillos de poliestireno con fondo plano (Nunc, Thermo Fisher 

Scientific). Las cepas fueron cultivadas en medio LB durante 16±2 horas a 27ºC en 

agitación. A partir de este cultivo se tomaron 20µl y se depositaron en pocillos de placas 

de 24 (Thermo, NUNC) que contenían 1 mL de LB. Las placas se rotularon y se guardaron 

en sus bolsas individuales para evitar evaporación. Estos nuevos cultivos se incubaron a 27ºC 

en estático, durante 48 ±2 horas. Al cabo del periodo de incubación, se retiraron las células 

planctónicas mediante lavados sucesivos con 5 mL de agua destilada. Las placas se dejaron secar 

un mínimo de 20 minutos a 37ºC. Tras el secado, se tiñeron las bacterias adheridas con Cristal 

Violeta (Sigma-Aldrich) preparado en agua destilada al 0.7%. La tinción se prolongó durante un 

mínimo de 12 minutos. Tras la tinción, el exceso de colorante fue retirado y se procedió a repetir 

los lavados con agua destilada (5 mL/pocillo). Tras los lavados con agua destilada, las placas se 

secaron a 37ºC durante un mínimo de 20 minutos. Para la extracción del cristal violeta se utilizó 

ácido acético glacial (Thermo Fisher Scientific) al 33% en agua destilada. Se añadió 1 mL de 

ácido acético a cada pocillo y se agitaron las placas durante un minuto a temperatura ambiente, 

en un agitador orbital de sobremesa (PMS-1000i, GrantBio), a 400 rpm. Se recogió todo el 

volumen de colorante liberado -Cristal Violeta + Ácido Acético- en cada pocillo (proporcional a 

la densidad de biofilm formado o de bacterias adheridas) y se trasladó a pocillos de otra placa de 

24 pocillos con fondo plano, para la lectura de la DO600 en un lector de placas. Como blanco y 

control de contaminación se utilizó medio de cultivo (LB) sin inocular. Este experimento se 

realizó con las 276 cepas aisladas en las instalaciones de ECOAQUA, en 4 experimentos 

independientes, haciendo un total de 1.104 lecturas. 

Los datos de cuantificación de cristal violeta se trasladaron a una hoja de cálculo Microsoft Excel 

y se calculó la media y la desviación estándar (DS) de los 4 ensayos independientes, y se 

representaron los datos con el mismo programa.  

Se fotografiaron fenotipos de biofilms representativos de las 276 cepas utilizando un teléfono 

móvil Realme o una cámara Canon EOS 80D. 
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Ensayos de inhibición de Quorum-Sensing 

 

Para los ensayos de inhibición de Quorum-Sensing se utilizó la cepa de la Colección 

Española de Cultivos Tipo Chromobacterium violaceum CECT 494 T. Como control de 

la producción de moléculas de Quorum-Sensing se utilizó la cepa Chromobacterium 

violaceum CV0Blu que no produce el pigmento violaceína de forma espontánea. 

Para el ensayo, se descongelaron 4 librerías que contenían las 276 cepas aisladas en las 

instalaciones de ECOAQUA. 

El ensayo se realizó en placas de 15 cm de diámetro con medio LB Agar. Sobre éstas, se 

sembró un césped confluente de cada cepa reportera de C. violaceum mediante esferas de 

vidrio. Tras 30 minutos de incubación a 27ºC, se inocularon spots de 5 µL de cada cepa 

bacteriana (96 spots/placa) y se incubaron las placas durante 48 horas a 27ºC. Tras este 

periodo de cocultivo, se fotografiaron las placas y se anotaron los fenómenos de 

inhibición del pigmento violaceína por la cepa de C. violaceum CECT 494 T. Un 

resultado positivo para la inhibición de moléculas d Q-S se anotó tras la aparición de un 

halo blanco sobre la bacteria del césped. Un resultado de antibiosis positivo se anotó como 

la inhibición del crecimiento de la bacteria del césped. 

 

 

Experimentos de inducción de fagos con Mitomicina C 

 

Para la inducción de fagos líticos se utilizó el protocolo descrito por Raya y H'bert (Raya 

and H’bert, 2009), y por Livny y colaboradores (Livny et al., 2009). Como inductor de 

fagos se utilizó la Mitomicina C, un crosslinker de ADN aislado de la actinobacteria 

Streptomyces caespitosus (M4287, Sigma-Aldrich, España), cuya fórmula empírica es 

C15H18N4O5 y tiene un peso molecular de 334.33. Este compuesto se utilizó a una 

concentración stock de 1 mg/mL y a una concentración final en los cultivos de bacterias 

de entre  0.5  y 1 microgramos/mL. Para calcular la concentración de Mitomicina C en 

las cepas aisladas en las instalaciones de ECOAQUA, se realizaron curvas de crecimiento 

con varias cepas al azar, para ver cómo afectaba la Mitomicina C durante el crecimiento. 

La concentración final utilizada para los experimentos se estableció tras estos ensayos en 

1 microgramo/mL. 
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Para realizar las curvas de crecimiento se cultivaron las bacterias en medio líquido y se 

inocularon pocillos de placas de 24 pocillos que contenían 1 mL de medio LB. El inóculo 

consistió en 10 microlitros de una suspensión de bacterias para conseguir una densidad 

óptica inicial en el cultivo de entre 0.05 y 0.1. Las placas se introdujeron en el sistema 

Varioskan LUX y se inició el mismo protocolo para las 192 cepas. Este consistió en una 

cinética de agitación continua de velocidad 120 rpm y fuerza de agitación media, a 27ºC 

con lectura de la DO 600nm (DO600) cada 20 minutos. Se programó el sistema para 

realizar lecturas durante 7 horas. Aproximadamente, entre la quinta y la sexta hora de 

cultivo, tiempo en el que la mayoría de bacterias ya habían iniciado la fase exponencial, 

se introdujo una pausa para inocular los pocillos con la Mitomicina C. Tras el pulso de 

Mitomicina C, el sistema se programó para continuar otras 18 horas de cultivo. En la 

mayoría de casos, tras 6 horas con Mitomicina C ya se pudo detener la agitación para 

observar los resultados. Los datos de DO600 se trasladaron a una hora de cálculo y se 

generó automáticamente una gráfica con las curvas de crecimiento. Los experimentos se 

realizaron un mínimo de 2 veces con cada una de las 192 cepas. Si se observaron 

discrepancias entre los dos ensayos, se realizó un tercer ensayo, que se tomó como 

definitivo. Como control de contaminación se inocularon pocillos en las placas que 

contenían únicamente medio LB. Los datos brutos de lecturas fueron procesados 

directamente mediante el software SkanIt RE versión 7.0 y se trasladaron a gráficas 

compatibles con el software Microsoft Excel.  

En algunos casos, se fotografiaron desde el plano cenital, algunos de los pocillos de las 

placas utilizadas tras la inducción con Mitomicina C, utilizando un teléfono móvil Realme 

7. 

 

 

Secuenciación de cepas con propiedades inhibitorias de patógenos 

de peces 

 

De todas las cepas estudiadas, se seleccionaron finalmente 8 que presentaron actividad 

antimicrobiana contra patógenos de peces. La secuenciación masiva (NGS) de los 

genomas bacterianos se realizó mediante la tecnología por síntesis en paralelo de 

Illumina, utilizando para ello una plataforma MiSeq con un kit v3 de 2x300 pb. Las 

secuencias obtenidas se analizaron mediante el paquete bioinformático TORMES v.1.2. 
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GitHub - nmquijada/tormes: Making whole bacterial genome sequencing data analysis easy 

(Quijada et al., 2019), que incluye a su vez las bases de datos y software:   

Abricate, BLAST, FastTree, Kraken, Mauve, Parallel, Prinseq, Prokka, QUAST, 

R, Roary, roary2svg, ResFinder, SPAdes, y Trimmomatic.   

Se utilizó el servidor RAST de manera manual para identificar los subsistemas dentro de 

los genomas (Aziz et al., 2008) que pertenecían a las categorías:  Cofactores, producción de 

vitaminas, producción de pigmentos; pared celular y cápsulas; virulencia; metabolismo de 

potasio; fotosíntesis; fagos, profagos, transposones y plásmidos; transporte en la membrana; 

adquisición de hierro y metabolismo del hierro; metabolismo de ARN; nucleótidos y nucleósidos; 

metabolismo de proteínas; división y ciclo celular; movilidad y quimiotaxis; regulación y 

señalización celular; metabolismo secundario; metabolismo de ADN; metabolismo de ácidos 

grasos, lípidos, e isoprenoides; metabolismo del nitrógeno; dormancia y esporulación; 

respiración; respuesta a estrés; metabolismo y compuestos aromáticos; metabolismo de 

aminoácidos; metabolismo del azufre; metabolismo de fósforo; metabolismo de hidratos de 

carbono. 

Para la búsqueda de genes de resistencia a antibióticos, se utilizó Resfinder (Zankari et 

al., 2012), CARD (McArthur et al., 2013), y ARG-ANNOT (Gupta et al., 2014) utilizando 

Abricate. Si la búsqueda arrojó una identidad menor del 90% el resultado fue desechado. 

Para la búsqueda de genes de virulencia se utilizó la base de datos Virulence Factors Data 

Base (VFDB) (Chen et al., 2005) utilizando Abricate. Si la búsqueda arrojó una identidad 

menor del 90% el resultado fue desechado.  

Los genomas de fagos encontrados en las bacterias seleccionadas se analizaron mediante 

el programa PHASTER (Phage Search Tool Enhanced Release) (Arndt et al., 2016) (Zhou 

et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://github.com/nmquijada/tormes/
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Fotografía y Microscopía Electrónica de Transmisión 

 

Para las fotografías de placas y colonias se utilizaron teléfonos iPhone 6 y Realme 7 con 

cámara principal de 8 y 48 Megapíxeles respectivamente. 

Para algunas placas y colonias se utilizó también una cámara Canon EOS 70D con 

objetivo Sigma DG Macro HSM de 105 mm y apertura máxima de 2.8. 

Para la microscopía electrónica de bacterias y fagos se utilizó un microscopio electrónico 

de transmisión (TEM) del Instituto de Investigación Sanitaria Valdecilla (IDIVAL), 

modelo JEOL (JEM-1011) equipado con una cámara ORIUS SC 1000 CCD (GATAN) y  

trabajando a 80 kV de potencia. En este caso, las preparaciones en fresco de bacterias o 

de fagos se colocaron robre rejillas de cobre y carbono cubiertas con formvar (200 mesh) 

y se dejaron secar al aire durante un minuto. Posteriormente se tiñeron negativamente con 

ácido fosfotúngstico al 1ª en agua destilada estéril durante 2 segundos. El exceso de ácido 

fosfotúngstico se secó por capilaridad utilizando un papel de filtro. Finalmente, las rejillas 

se dejaron secar al aire y se almacenaron hasta su observación.  
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Resultados 
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Resultados 

 

Aislamiento de bacterias en las instalaciones de ECOAQUA 

 

Tras el cribado de cepas procedentes de las instalaciones de ECOAQUA, se aislaron un 

total de 276 colonias bacterianas con fenotipos diferentes, procedentes de todas las 

muestras recogidas, tanto de sustratos sólidos como de agua, y que mostraron buen 

crecimiento en medios generales, además de no presentaron pérdida de viabilidad tras la 

congelación a -80ºC. 

La figura 3 muestra algunas placas con el crecimiento de cepas aisladas en las 

instalaciones de ECOAQUA a partir de las cuales se seleccionaron las colonias que 

denominaremos “colonias test”. 

En alguna muestra (Figura 3A), aparecieron colonias de crecimiento muy rápido, que 

fueron descartadas para su posterior utilización, pues en un ensayo de 48 horas el 

solapamiento con otras colonias sería evidente, pudiendo enmascarar un efecto 

antagonista de algunas de ellas.  

No se anotó el número de colonias de forma, tamaño o color similares.  

En muchos casos, se utilizaron diluciones seriadas para reaislar cepas ya que la densidad 

de las poblaciones en algunos puntos de muestreo era muy alta (Figura 3B-C). Además, 

en algunos casos, fue evidente el solapamiento de colonias, por lo que fue necesario aislar 

colonias a partir de mezclas heterogéneas.  

Después de la selección inicial, las cepas se cultivaron en placas con 9-12 cuadrantes 

donde se estudió la morfología de las colonias aisladas. Aquí se volvió a realizar una 

selección para descartar colonias repetidas presentes en la misma muestra. Un ejemplo de 

esta siembra individual se muestra en la figura 3D. 
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Figura 3. 

 

Figura 3. Ejemplos de placas utilizadas para el aislamiento y la selección de colonias de 

bacterias aisladas en las instalaciones de ECOAQUA. A-C: cultivos primarios de colonias 

aisladas de las muestras iniciales. D: Selección de colonias de morfología diferente. 
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Estudios de antagonismo frente a patógenos de peces Gram 

positivos y Gram negativos 

 

Las bacterias aisladas de las instalaciones de ECOAQUA se enfrentaron en ensayos de 

antagonismo a distintas cepas de las especies de patógenos de peces: A. hydrophila, Y. 

ruckeri, S. iniae y P. damselae subsp. piscicida. 

Las figuras 4-13 muestran ensayos representativos de antagonismo, utilizando placas de 

15 cm de diámetro, con medio LB (A. hydrophila y Y. ruckeri) o BHIB (S. iniae y P. 

damselae subsp. piscicida). Inicialmente se inoculó S. iniae sobre medio TSB, pero 

posteriormente se comprobó que el medio más adecuado para el crecimiento era BHIB. 

En medio líquido por ejemplo, casi todas las cepas mostraban un comportamiento 

agregativo a la hora de crecer, lo cual dificulta su dispersión homogénea sobre las placas 

para crear un césped.  Esto ocurría en menos medida en BHIB. 
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Figura 4.  

 

 

Figura 4. Antagonismo de cepas test procedentes de biofilms y de sedimentos frente a la 

cepa AG2 de Aeromonas hydrophila 
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Figura 5.  

 

 

Figura 5. Antagonismo de cepas test procedentes de biofilms y de sedimentos frente a la 

cepa PPD de Aeromonas hydrophila. En la parte inferior derecha se señalan las 3 zonas 

ampliadas en la figura 5B. 
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Figura 5B. 

 

Figura 5B. Partes ampliadas de las áreas señaladas en la figura 4. Halos de inhibición de 

bacterias test procedentes de biofilms y de sedimentos frente a la cepa PPD de A. hydrophila.  

 

Las figuras 6- muestran ensayos de antagonismo frente a cepas de Y. ruckeri. Las figuras 

6 y 7 muestran distintas muestras de bacterias frente a la misma cepa de Y. ruckeri, la 

cepa 94/05, mientras que las figura 8 muestra distintas cepas de Y. ruckeri frente a las 

mismas bacterias test. 
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Figura 6. 

 

 

 

Figura 6. Antagonismo de cepas test procedentes de biofilms y de sedimentos de tanques de 

cultivo de dorada frente a la cepa de Y. ruckeri 94/05. 
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Figura 7.  

 

 

Figura 7. Antagonismo de cepas test procedentes de agua de tanques de cultivo de dorada 

frente a la cepa de Y. ruckeri CECT 955. 
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Figura 8.  

 

 

 

Figura 8. Antagonismo de las mismas cepas test procedentes de agua de tanques de dorada 

frente a las cepas de Y. ruckeri; A, CECT-955; B, UL-1; C, ppi661; D, UL-250. 

 

En la figura 9 se muestran algunos ejemplos a mayor aumento de la inhibición de las 

cepas de Y. ruckeri. 
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Figura 9. 

 

 

Figura 9. Ampliación de las zonas punteadas en la figura 9. Halos de inhibición de distintas 

cepas test procedentes de agua de tanques de dorada frente a Y. ruckeri CECT-955. 
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Figura 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Antagonismo de las mismas cepas test procedentes de agua de tanques de dorada 

frente a las cepas de S. iniae; A, CIP 102508; B, 103769; C, CIP 105804; D, IUSA-1. 

 

Una ampliación de la zona punteada se muestra en la figura 10 B. 
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Figura 10 B.  

 

Figura 10 B. Ampliación de las zonas punteadas en la figura 9D. Halos de inhibición de 

distintas cepas test procedentes de agua de tanques de dorada frente a S. iniae IUSA-1. 
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Figura 11.  

 

Figura 11. Antagonismo de cepas test procedentes de biofilms y de sedimentos frente a la 

cepa de S. iniae nº1.   

Un detalle del centro de la placa, filas 2 a 7 y columnas 3 a 7  se muestra en la figura 11B.  
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Figura 11 B. 

 

Figura 11B. Ampliación de las zona central de la figura 11. Antagonismo de cepas test 

procedentes de biofilms y de sedimentos frente a la cepa de S. iniae CIP 102508.   
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Figura 12.  

 

Figura 12. de cepas test procedentes de agua de estanque de lubina frente a la cepa de P. 

damselae subsp. piscicida  94/99.   
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Figura 13.  

 

 

Figura 13. de cepas test procedentes de biofilms y lodos frente a la cepa de P. damselae subsp. 

piscicida  94/99.   
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La tabla 2 muestra el resultado semicuantitativo de todos los ensayos. Se denominó 

colonia TEST a la colonia aislada de las instalaciones de ECOAQUA. La actividad 

antagonista frente a patógenos de peces se clasificó como: 

Nula (-): si no apareció halo de inhibición alrededor de la bacteria test.  

Débil (+): cuando los halos de inhibición fueron de un tamaño de 1 mm o menos alrededor 

de la colonia test. 

Moderada (++): cuando los halos de inhibición fueron de un tamaño entre 1 y 3 mm de 

diámetro alrededor de la colonia test. 

Fuerte (+++): cuando los halos de inhibición fueron de más de 3 mm de diámetro 

alrededor de la colonia test. 
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de las cepas test frente a patógenos de peces y C. violaceum. 

CEPA TEST 

Patógeno 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri CECT-955 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-ppi 661 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri 94/05 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-250 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae  CIP 102508 - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - 

S. iniae (nº2) CIP 103769 - - - - - - - - - - - - - - - + - - + - - - - - - - - - - + 

S. iniae (nº3) CIP 105804 - + - - - - - + - - - - - - + + - + + + + + - - - - - - - - 

S. iniae (nº4) IUSA-1 - - - - - - - + - + + - - - + + + + + + + - - + + + + + + + 

P. damselae s. piscicida 94/99 + + - + - + + + + + - - - + + + + + + + + + - - - + + + + + 

C. violaceum CECT-494 T - - - - ++ - - - - ++ - - ++ - - - - - - - - - - - - - - - - + 

 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri CECT-955 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-ppi 661 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri 94/05 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-250 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 102508 + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - 

S. iniae  CIP 103769 + + - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - + - - - - 

S. iniae  CIP 105804 + + + +- - - - + + + + + + + + + + - + + + + + + + + + + + - 

S. iniae IUSA-1 + + + - - - +++ + + + + + + - + + + - - + + + + + + + + + - + 

P. damselae s. piscicida 94/99 + + + + - - - + + + + + + + + + - ++ - - + + - + + + + + - + 

C. violaceum CECT-494 T - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + ++ - - 
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Tabla 2 continuación. 

CEPA TEST 

Patógeno 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri CECT-955 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-ppi 661 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri 94/05 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri  UL-250 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 102508 - - + - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 103769 - - + - - - + - + - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 105804 - + + + + + + + + + - - - + - + - + + - + + - + - + - + - - 

S. iniae IUSA-1 - - + + + + + + + + - - + + + + + + + - + + + - - + - - - - 

P. damselae s. piscicida 94/99 - + + + + + + - + + + + - + + + + - + + + + - + - + + + - - 

C. violaceum CECT-494 T - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - ++ - - - - 

 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. hydrophila PPD70/91 + - - - - - - - - - - - - - - + ++ - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri CECT-955 - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri  UL-1 + - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri  UL-ppi 661 - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri 94/05 - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-250 - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - 

S. iniae  CIP 102508 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 103769 - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - + + - - 

S. iniae CIP 105804 + + + + + + - - + + - - + - + - - + - + + + - + + + + + - - 

S. iniae  IUSA-1 - - + + - - - - - - - - - - - - - + + - + + - - - - - ++ + + 

P. damselae s. piscicida 94/99 ++ - - - - - - + + - - - - + ++ - +++ - - + + + + + + + + + - + 

C. violaceum CECT-494 T - ++ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + + - - - 
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Tabla 2 continuación 

CEPA TEST 

Patógeno 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - - + - - - - - - - - 

Y. ruckeri  CECT-955 - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - + + - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-1 - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - + + - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-ppi 661 - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - + + - - - - - - - - 

Y. ruckeri 94/05 - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - + + - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-250 - - - - - - - + - - - - - - - - - - + - + + - - - - - - - - 

S. iniae CIP 102508 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - + - - + 

S. iniae CIP 103769 - - - + - + + + + + + - - - - + - + - + + + + - - - + + - + 

S. iniae CIP 105804 - - + + - + + + + + + - - + + + + + + + + + + - - + + + - + 

S. iniae IUSA-1 - - + + - - + + - - - + - - + + - - + + - - - - - - + + - - 

P. damselae s. piscicida 94/99 + + + + + + + + + + - - + + + + + + + + + + - - + + + + + + 

C. violaceum CECT-494 T - - - ++ + - - - - + - - + ++ + + + ++ - - - - - - - - - - - - 

 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri CECT-955 - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-1 - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-ppi 661 - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri  94/05 - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-250 - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 102508 - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - + + + - - - - + - - 

S. iniae CIP 103769 - - - - - - - - + + - - - - + - + - - - - - - - - + - - + - 

S. iniae CIP 105804 + - + + + + + - + + - + + - + + + + + - + + ++ + - ++ - + + + 

S. iniae IUSA-1 + + - - - - - - - + - - + + - + - - - - - - - - - - - - - - 

P. damselae s. piscicida 94/99 + + + + - + + + + + + + + + + - - + + + + + + + + + - - - + 

C. violaceum CECT-494 T - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
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CEPA TEST 

Patógeno 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri CECT-955 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-1 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-ppi 661 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri  94/05 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-250 - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 102508 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 103769 + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae  CIP 105804 + - - - + - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae  IUSA-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

P. damselae s. piscicida 94/99 + + + - + + + + - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

C. violaceum CECT-494 T - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - - - 

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - - - 

Y. ruckeri CECT-955 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - - - 

Y. ruckeri  UL-1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - - - 

Y. ruckeri UL-ppi 661 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - - - 

Y. ruckeri 94/05 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - - - 

Y. ruckeri  UL-250 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - - - 

S. iniae  CIP 102508 - - - - - - + - - - + + + - - - + + - + - - - - + - ++ ++ - - 

S. iniae CIP 103769 - - - - - - + - - - + + + - - - + + - + - - - - + - ++ ++ - - 

S. iniae CIP 105804 - - - - - - + - - - + + + - - - + + - + - - - - + - ++ ++ - - 

S. iniae IUSA-1 - - - - - - + - - - + + + - - - + + - + - - - - + - ++ ++ - - 

P. damselae s. piscicida 94/99 - - - - - - + - - - - + + - - + - - - ++ - - - - + + ++ - - - 

C. violaceum CECT-494 T - - +++ - - - ++ ++ - - - - + - + - - - - - - - - - - - - - - - 
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CEPA TEST 

Patógeno 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 

A. hydrophila AG2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri CECT-955 + - - - - - + - - + - - - + - - + - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri  UL-1 + - - - - - + - - + - - - + - - + - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-ppi 661 + - - - - - + - - + - - - + - - + - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri 94/05 + - - - - - + - - + - - - + - - + - - - - - - - - - - - - - 

Y. ruckeri UL-250 + - - - - - + - - + - - - + - - + - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 102508 ++ - - - - - ++ - - - - - - - - + ++ - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 103769 ++ - - - - - ++ - - - - - - - - + ++ - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae CIP 105804 ++ - - - - - ++ - - - - - - - - + ++ - - - - - - - - - - - - - 

S. iniae IUSA-1 ++ - - - - - ++ - - - - - - - - + ++ - - - - - - - - - - - - - 

P. damselae s. piscicida 94/99 ++ - - - - - + - - - - - ++ - - - ++ - - - ++ - - - - - - - - - 

C. violaceum CECT-494 T - - - - - - - - - - - - ++ - - ++ ++ ++ - - - - - - - - - - - - 

 271 272 273 274 275 276                         

A. hydrophila AG2 - - - - - -                         

A. hydrophila PPD70/91 - - - - - -                         

Y. ruckeri CECT-955 - - - - - +                         

Y. ruckeri UL-1 - - - - - +                         

Y. ruckeri cepa UL-ppi 661 - - - - - +                         

Y. ruckeri 94/05 - - - - - +                         

Y. ruckeri UL-250 - - - - - +                         

S. iniae CIP 102508 + - - - - -                         

S. iniae CIP 103769 + - - - - -                         

S. iniae CIP 105804 + - - - - -                         

S. iniae IUSA-1 + - - - - -                         

P. damselae s. piscicida 94/99 - - - - - -                         

C. violaceum CECT-494 T - - - - - -                         
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Estudios de antagonismo frente a C. violaceum 

 

Para detectar actividad antagonista frente a C. violaceum, o actividad anti-QS, se 

utilizaron también ensayos de antagonismo utilizando placas de 15 cm de diámetro, 

sembrando en césped la cepa de C. violaceum productora de pigmento violaceína. Las 

cepas aisladas en las instalaciones de ECOAQUA se depositaron del mismo modo que en 

los ensayos contra patógenos de peces.  

Las figuras 14 a 17 muestran ejemplos representativos de ensayos de inhibición de las 

cepas aisladas de las instalaciones de ECOAQUA frente a C. violaceum. 

En la tabla 2 se recogen también los resultados semicuantitativos de estos ensayos. Se 

denominó colonia TEST a la colonia aislada de las instalaciones de ECOAQUA. La 

actividad antagonista frente a C. violaceum se clasificó como Nula (-), Débil (+), 

Moderada (++), o Fuerte (+++), del mismo modo que en los ensayos de inhibición de 

patógenos.  
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Figura 14. 

 

 

Figura 14. Actividad de distintas cepas aisladas de biofilms o de lodos frente a C. violaceum 

cepa CECT-494 T. Se pueden apreciar halos de inhibición tanto de C. violaceum como de la 

producción de pigmento (decoloración de la violaceína sobre el cultivo de C. violaceum). 
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Figura 15. 

 

Figura 15. Actividad de distintas cepas aisladas de biofilms o de lodos frente a C. violaceum 

cepa CECT-494 T. Se pueden apreciar halos de inhibición tanto de C. violaceum como de la 

producción de pigmento (decoloración de la violaceína sobre el cultivo de C. violaceum). 
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Figura 16. 

 

 

Figura 16. Actividad de distintas cepas aisladas de agua frente a C. violaceum cepa CECT-

494 T. Se pueden apreciar halos de inhibición tanto de C. violaceum como de la producción 

de pigmento (decoloración de la violaceína sobre el cultivo de C. violaceum). A la derecha, 

comprobación del halo de inhibición de la cepa aislada de agua 213. 
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Formación de Biofilms 

 

Se cuantificó mediante el método del cristal violeta la formación de biofilms por todas 

las cepas estudiadas en el presente trabajo. Las figuras 17-28 muestran los valores de 

DO600 obtenidos tras la solubilización del colorante internalizado por el biofilm o por las 

bacterias adheridas a la superficie de los pocillos, al cabo de 48±2 horas de incubación a 

26ºC. El nivel de blanco -nivel de densidad óptima mínimo se estableció en 0,08 tras la 

medición de 20 pocillos control repartidos por las placas, y el nivel máximo de adherencia 

en algunas cepas alcanzó una DO600 de más de 5.5.  

 

Figura 17.  

Figura 17. Densidad óptica del CV liberado por bacterias adherentes/biofilms en 

placas de 24 pocillos tras 48 de incubación a 26ºC. Las barras de error indican la 

desviación estándar (SD). 
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Figura 18. 

 

Figura 18. Densidad óptica del CV liberado por bacterias adherentes/biofilms en 

placas de 24 pocillos tras 48 de incubación a 26ºC. Las barras de error indican la 

desviación estándar (SD). 
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Figura 19. 

 

 

Figura 19. Densidad óptica del CV liberado por bacterias adherentes/biofilms en 

placas de 24 pocillos tras 48 de incubación a 26ºC. Las barras de error indican la 

desviación estándar (SD). 
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Figura 20.  

 

 

 

Figura 20. Densidad óptica del CV liberado por bacterias adherentes/biofilms en 

placas de 24 pocillos tras 48 de incubación a 26ºC. Las barras de error indican la 

desviación estándar (SD). 
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Figura 21. 

 

 

Figura 21. Densidad óptica del CV liberado por bacterias adherentes/biofilms en 

placas de 24 pocillos tras 48 de incubación a 26ºC. Las barras de error indican la 

desviación estándar (SD). 
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Figura 22. 

 

 

Figura 22. Densidad óptica del CV liberado por bacterias adherentes/biofilms en 

placas de 24 pocillos tras 48 de incubación a 26ºC. Las barras de error indican la 

desviación estándar (SD). 
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Las figura 23 muestra algunos ejemplos de biofilms formados por las cepas durante 

su crecimiento en pocillos de placas de 24 pocillos. El número de cepa se indica 

debajo de cada pocillo. 

 

Figura 23. 

 

 

Figura 23. Biofilms formados en pocillos de placas de poliestireno por algunas de 

las cepas. El número de cada cepa esta debajo de su pocillo correspondiente. 
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Experimentos de inducción de fagos con Mitomicina C 

 

Para establecer la concentración de Mitomicina C a utilizar en los ensayos de inducción, 

se seleccionaron algunas cepas al azar para realizar curvas de crecimiento y exposición a 

diferentes concentraciones de Mitomicina C. La concentración final de Mitomicina C que 

inducía una descenso marcado de la densidad óptica de los cultivos fue de 1µg/mL, 

concentración que se utilizaría en los ensayos con las cepas (n=180). Se eligieron 2 lotes 

de cepas representativas de los ambientes en los que se tomaron las muestras inicialmente, 

por un lado, las que se aislaron inicialmente asociadas a biofilms y a superficies, y por 

otro lado, las que se aislaron de agua de los tanques, en contacto directo con los peces. 

Los resultados de las gráficas de crecimiento e inducción de fagos se muestran en las 

figuras 24-31B. 

De un total de 180 cepas expuestas al inductor Mitomicina C, presentaron una desviación 

en la curva de crecimiento respecto a la tendencia de la fase exponencial, un total de 80, 

esto representa un 44% de las cepas utilizadas en los ensayos de Mitomicina C. Si lo 

separamos por grupos, en el bloque de cepas que se aisló a partir de superficies sólidas 

un total de 71 cepas presentaron una desviación de la curva, lo que representa un 59%. 

En cambio, las cepas aisladas principalmente de agua que se ensayaron con Mitomicina 

C (n=60), solo 9 presentaron una desviación de la tendencia de la curva de crecimiento, 

lo que representa tan solo un 15% de las cepas con posibles fagos. 
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Figura 24. 

 

 

Figura 24. Curvas de crecimiento de las cepas 1-24 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos.  
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Figura 24B. 

  

Figura 24B. Curvas de crecimiento de las cepas 1-24 tras la estimulación con 

Mitomicina C. Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. El declive en la curva de 

crecimiento es indicativo de la posible presencia de un fago.  
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Figura 25. 

 

 

Figura 25. Curvas de crecimiento de las cepas 25-48 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos.  
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Figura 25B. 

 

 

Figura 25B. Curvas de crecimiento de las cepas 25-48 tras la estimulación con 

Mitomicina C. Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. El declive en la curva de 

crecimiento es indicativo de la posible presencia de un fago. 
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Figura 26. 

 

 

Figura 26. Curvas de crecimiento de las cepas 49-72 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos.  
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Figura 26B. 

 

 

Figura 26B. Curvas de crecimiento de las cepas 49-72 tras la estimulación con 

Mitomicina C. Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. El declive en la curva de 

crecimiento es indicativo de la posible presencia de un fago. 
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Figura 27. 

 

 

 

Figura 27. Curvas de crecimiento de las cepas 73-96 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. 
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Figura 27B. 

 

 

 

Figura 27B. Curvas de crecimiento de las cepas 73-96 tras la estimulación con 

Mitomicina C. Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. El declive en la curva de 

crecimiento es indicativo de la posible presencia de un fago. 
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Figura 28. 

 

 

 

Figura 28. Curvas de crecimiento de las cepas 97-120 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. 
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Figura 28B. 

 

 

Figura 28B. Curvas de crecimiento de las cepas 97-120 tras la estimulación con 

Mitomicina C. Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. El declive en la curva de 

crecimiento es indicativo de la posible presencia de un fago. 
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Figura 29.  

 

 

 

Figura 29.  Curvas de crecimiento de las cepas 217-240 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. 
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Figura 29B.  

 

 

 

Figura 29B. Curvas de crecimiento de las cepas 217-240 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. 
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Figura 30.  

 

 

 

Figura 30.  Curvas de crecimiento de las cepas 241-264 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. 
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Figura 30B.  

 

 

 

Figura 30B. Curvas de crecimiento de las cepas 241-264 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. 
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Figura 31.   

 

 

 

Figura 31.  Curvas de crecimiento de las cepas 265-276 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. 
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Figura 31B.  

 

 

 

Figura 31B. Curvas de crecimiento de las cepas 265-276 antes de la estimulación con 

Mitomicina C.  Cada color de línea corresponde a una cepa distinta. El número de 

cepa se indica como pocillo en la placa de 24 pocillos. 
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Secuenciación de genomas completos 

 

El resultado de la secuenciación de 8 de las cepas que presentaban actividad 

antimicrobiana contra alguno de los patógenos de peces ensayados demostró que la 

mayoría de bacterias con actividad antagonista pertenecían a bacterias Gram positivas de 

los géneros Bacillus, Brevibacillus, Paenibacillus y Rhododoccus. Los datos se muestran 

en la tabla 3. El porcentaje de identidad cuando se compararon su genomas con la base 

de datos mostró que en todos los casos menos uno, este porcentaje fue superior al 74%. 

En el caso de la identificación de especie como Rhodococcus aetherivorans el porcentaje 

fue tan solo del 34.87 %. El tamaño de los genomas, el contenido en GC, el número de 

reads, el número de contigs y la profundidad de la secuenciación se muestran en la tabla 

3.  

El análisis del ensamblaje de las secuencias se realizó estudiando los siguientes 

parámetros: 

Muestra: nombre de la muestra 

Reads: Número total de lecturas después del filtrado de calidad. 

AvgReadLen: Longitud media de lectura después del filtrado de calidad 

Contigs: Número de contigs del draft del genoma (>200pb) 

GLength: Longitud (pb) del draft del genoma 

AvgContigLen: Longitud media de los contigs (>200bp) 

N50: Longitud del contig más pequeño del conjunto que contiene el menor número 

(más grande) de contigs cuya longitud combinada represente al menos el 50% del 

conjunto 

GC: Contenido en GC (%) del draft del genoma 

Depth: Número de veces que cada posición de nucleótido en el borrador del genoma 

tiene una lectura que se alinea con esa posición. 

Especie: Especie identificada por el programa Kraken 

PercentID: Número de lecturas “reads” como (%) asignado como esa especie por Kraken 
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Tabla 3. Resultados generales de la secuenciación de las cepas seleccionadas. 

Cepa Reads AvgReadLen Contigs GLength AvgContig GC Depth Especie %ID 

237 866096 265 210 5819503 706223 45,5 39X Paenibacillus polymyxa 76,6 

241 1733130 272 145 5134953 417237 41,4 91X Brevibacillus laterosporus 98,6 

253 1753928 275 208 5674761 689621 37,7 84X Bacillus megaterium 79,4 

238 370206 268 468 6321024 176956 70 15X Rhodococcus aetherivorans 34,9 

230 870064 274 54 4263012 861385 43 55X Bacillus atrophaeus 74 

107 824610 271 54 4097633 1180898 43,9 54X Bacillus subtilis 95,7 

32 990884 269 138 4111344 350463 43,9 64X Bacillus subtilis 95 

91 1091086 268 206 4372367 285240 43,7 66X Bacillus subtilis 77 
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Las cepas secuenciadas se analizaron mediante el servidor RAST: RAST Server - RAST 

Annotation Server (nmpdr.org) 

Las figuras 32 a 29 muestran la distribución de los distintos subsistemas en las cepas 

secuenciadas.  

A continuación se muestran los resultados del análisis RAST de las 8 cepas secuenciadas. 

Cepa 237 

RAST 

Factores de virulencia: No se encontraron factores de virulencia clásicos importantes.  

Genes de resistencia: Se encontraron secuencias parciales con similitud a proteínas 

implicadas en la resistencia a Vancomicina, Tetraciclina y Fluoroquinolonas, y 3 Beta-

lactamasas. 

Fagos: No se encontraron genomas completos de bacteriófagos. 

Plásmidos: No se encontraron plásmidos. 

 

Figura 32. 

 

Figura 32. Subsistemas dentro del genoma de la cepa 237 

 

 

 

 

 

https://rast.nmpdr.org/
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Cepa 241 

RAST 

Factores de virulencia: Se encontraron secuencias parciales para la síntesis de 

sideróforos. No se encontraron otros factores de virulencia clásicos importantes. 

Genes de resistencia: No se encontraron genes de resistencia a antibióticos importantes. 

Fagos: No se encontraron genomas completos de bacteriófagos. 

Plásmidos: No se encontraron plásmidos. 

Figura 33. 

 

Figura 33. Subsistemas dentro del genoma de la cepa 241 
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Cepa 253 

RAST 

Factores de virulencia: Se encontraron secuencias parciales para la síntesis de 

sideróforos. No se encontraron otros factores de virulencia clásicos importantes. 

Genes de resistencia: Se encontraron enzimas relacionadas con la resistencia a 

Fluoroquinolonas y varias B-lactamasas. También se encontraron 3 genes relacionados 

con la resistencia a Tetraciclina, Vancomicina y a Fosfomicina, respectivamente. 

Fagos: No se encontraron genomas completos de bacteriófagos. 

Plásmidos: No se encontraron plásmidos. 

Figura 34. 

 

 

Figura 34. Subsistemas dentro del genoma de la cepa 253 
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Cepa 238 

RAST 

Factores de virulencia: Se encontraron secuencias parciales para la síntesis de 

sideróforos. No se encontraron otros factores de virulencia clásicos importantes. 

Genes de resistencia: Se encontraron enzimas relacionadas con la resistencia a 

Vancomicina, Fluoroquinolonas y varias B-lactamasas.  

Fagos: No se encontraron genomas completos de bacteriófagos. 

Plásmidos: No se encontraron plásmidos. 

Figura 35. 

 

 

Figura 35. Subsistemas dentro del genoma de la cepa 238 
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Cepa 230 

RAST 

Factores de virulencia: No se encontraron otros factores de virulencia clásicos 

importantes. 

Genes de resistencia: Se encontraron enzimas que confieren resistencia a 

fluoroquinolonas, y varias B-lactamasas. 

Fagos: Se encontró un fago completo. 

Plásmidos: No se encontraron plásmidos. 

Figura 36. 

 

 

Figura 36. Subsistemas dentro del genoma de la cepa 230 
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Cepa 107 

RAST 

Factores de virulencia: No se encontraron otros factores de virulencia clásicos 

importantes. 

Genes de resistencia: Se encontraron enzimas que confieren resistencia a Vancomicina, 

Fluoroquinolonas, Fosfomicina, y algunas B-Lactamasas. 

Fagos: Se encontró un fago incompleto. 

Plásmidos: No se encontraron plásmidos. 

Figura 37. 

 

 

Figura 37. Subsistemas dentro del genoma de la cepa 107 
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Cepa 32 

RAST 

Factores de virulencia: No se encontraron otros factores de virulencia clásicos 

importantes. 

Genes de resistencia: Se encontraron enzimas que confieren resistencia a Vancomicina, 

Fosmomicina, Fluoroquinolonas y algunas B-lactamasas. 

Fagos: Se encontró un fago incompleto. 

Plásmidos: No se encontraron plásmidos. 

Figura 38. 

 

 

Figura 38. Subsistemas dentro del genoma de la cepa 32 
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Cepa 91 

RAST 

Factores de virulencia: No se encontraron otros factores de virulencia clásicos 

importantes. 

Genes de resistencia: Se encontraron enzimas que confieren resistencia a Vancomicina, 

Fosmomicina, Fluoroquinolonas y algunas B-lactamasas. 

Fagos: Se detectó un fago completo. 

Plásmidos: No se detectaron plásmidos. 

Figura 39. 

 

 

Figura 39. Subsistemas dentro del genoma de la cepa 91 
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Presencia de genes de Resistencia. 

Se analizaron los genomas de las cepas secuenciadas para buscar genes de resistencia 

conocidos. Y se anotó la presencia o ausencia de genes de resistencia en cada una de ellas, 

que presentaban un porcentaje  de identidad y una cobertura de > 90% respecto a 

secuencias de las bases de datos. Se analizaron por TORMES los genes completos y se 

encontró que la cepa identificada como Brevibacillus laterosporus presentó en su genoma 

VanHAX_PA_1, relacionado con los genes vanH, vanA y vanX de resistencia a 

antibióticos glicopéptidicos, debido a que sintetizan precursores del peptidoglicano con 

baja afinidad por este tipo de antibióticos (Gholizadeh and Courvalin, 2000).  

 

Presencia de secuencias de profagos en los genomas secuenciados. 

De los 8 genomas secuenciados, 3 de ellos presentaron 1 o más bacteriófagos en su 

genoma. Algunos fueron detectados directamente con RAST. Se realizó en paralelo un 

análisis más preciso con PHASTER. A continuación se muestran los resultados del 

análisis de los genomas con PHASTER de cada una de las cepas donde se encontraron 

fagos. 

El programa identifica las secuencias de regiones de profagos y las asigna un color según 

se encuentren intactas (verde), incompletas (rojo) o cuestionables (azul). 

En la figura 40 se muestran los profagos encontrados en la cepa 241. En la Figura 40B se 

muestra la organización genómica de la región intacta del profago. 

 

Figura 40. 

 

Figura 40. Presencia de profagos en la cepa 241. 
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Figura 40B. 

 

 

Figura 40B. Organización genómica de la región intacta del profago de la cepa 241, 

realizada por PHASTER. 
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En la figura 41 se muestran los profagos encontrados en la cepa 91. 

Figura 41. 

 

En la figura 41B Organización genómica de la región intacta del profago de la cepa 91, 

realizada por PHASTER. 

 

Figura 41B 

 

Figura 41B. Organización genómica de las regiones intactas de los profagos de la 

cepa 91, realizada por PHASTER. 

 

En la figura 42 se muestran los profagos encontrados en la cepa 237. 
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Figura 42. 

 

 

 

Figura 42. Presencia de profagos en la cepa 237. 

 

En la figura 42B se muestra la organización genómica de la región intacta del profago de 

la cepa 237, realizada por PHASTER. 

 

Figura 42B. 

 

Figura 42B.  Organización genómica de la región intacta del profago de la cepa 237, 

realizada por PHASTER. 
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Microscopía Electrónica de Transmisión.  

Las microfotografías utilizando TEM mostraron en algunos casos que la inducción de 

fagos con Mitomicina C proporcionaba, junto con la lisis de la bacteria, un sustrato en el 

que buscar bacteriófagos.  

Las fotografías muestran 2 partículas fágicas que coinciden con la morfología y el tamaño 

de fagos de la familia Myoviridae (Figura 43A) y Siphoviridae (Figura 43B) procedentes 

de la inducción con Mitomicina C de las cepas 97 y 103 respectivamente. 

También se realizaron fotografías de las cepas secuenciadas. En la imagen 44 se muestran 

las cepas secuenciadas 237 (44A) y 107 (44B). 

 

Figura 43.  

 

Figura 43. Morfología de fagos detectados en sobrenadantes de cultivos de cepas 

tratadas con Mitomicina C. La magnificación inicial fue de × 300.000 aumentos 

(43A) y de × 120.000 aumentos (43B). Las barras de escala indican 100 y 500 nm 

respectivamente. 
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Figura 44.  

 

Figura 44. Microfotografía de TEM que muestra la morfología de varias de la 

cepas secuenciadas. A: cepa 237; B: cepa 107. 
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Discusión 
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Discusión 

 

Búsqueda de bacterias en instalaciones de acuicultura 

 

Es interesante conocer qué comunidades de bacterias se establecen en instalaciones 

dedicadas al cultivo de peces y moluscos. Por un lado, podemos así tener una noción de 

la diversidad de especies de bacterias que conviven con los peces, y por otro lado 

podemos intentar buscar entre ellas alguna o algunas que presenten características 

adecuadas para su utilización como probióticos, como bacterias centinela, o como 

bacterias productoras de compuestos de interés biosanitario o biotecnológico.  

En el cribado que hemos realizado en las instalaciones de cultivo de dorada, lubina y 

medregal, y en algunos lugares presentes también en esas instalaciones, pero que no 

guardan una relación tan directa con el cultivo de peces, hemos encontrado varios cientos 

de cepas con características morfológicas variadas, lo que nos ha permitido hacer una 

selección amplia y posiblemente representativa, de bacterias cultivables presentes en esas 

instalaciones. Las bacterias fueron inicialmente seleccionadas en base a la morfología de 

sus colonias, presentando en algunos casos pigmentos llamativos y en otros, incluso 

mucosidad o rugosidad característica. Por supuesto, posiblemente alguna de las cepas 

seleccionadas pertenecen a la misma especie o incluso ser cepas idénticas, pero, hemos 

tratado de escoger aquellas que en la misma muestra presentaban morfologías bien 

diferenciadas. Esto no es incompatible con que incluso la misma cepa haya podido ser 

seleccionada en varios tipos de muestras, sin embargo, al proceder la selección de 

diferentes puntos, la probabilidad se reduce. 

Uno de los factores a tener en cuenta a la hora de realizar una búsqueda de este tipo, es 

que hemos utilizado medios de cultivo generales, como el medo Luria. Hemos escogido 

este medio porque permite el aislamiento de un gran número de especies de bacterias 

ambientales. Un cribado más amplio quizás utilizaría medios de cultivo diferentes, pero 

también añadiría el problema de que el crecimiento específico en un medio puede variar 

la morfología de colonia en otros medios. De hecho, incluso bacterias que producen una 

pigmentación vistosa que permite su selección rápida, con los pases sucesivos o 

simplemente tras la congelación, pueden llegar a perder esos pigmentos, o cambiar de 

morfología, dependiendo del medio de cultivo que se utilice en cada caso.  
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También, hemos tenido en cuenta que muchos de los patógenos que hemos ensayado para 

observar fenómenos de antagonismo crecen fácilmente en medio LB. El medio general 

LB proporciona por tanto una ventaja a la hora de procesar las muestras, a la hora de su 

cultivo en medio líquido para su crecimiento, y para los ensayos de inhibición o 

antagonismo. Además, el medio LB es ideal para el crecimiento de C. violaceum, por lo 

que ha presentado varias ventajas en esta tesis.  

El medio BHI y el medio TSB también son medios generales, aunque quizás más 

completos que el medio LB a la hora de favorecer el crecimiento de algunas bacterias. 

Simplemente, para el cribado inicial necesitábamos un medio general, no excesivamente 

rico, y que pudiera mantener el crecimiento tanto de cepas patógenas como de cepas 

ambientales.  

Las cepas cultivadas y seleccionadas inicialmente crecen bien a la temperatura 

seleccionada, 26ºC. A esta temperatura, tanto los patógenos de peces utilizados como C. 

violaceum muestran un crecimiento óptimo, a excepción claro de S. iniae, que tiene una 

forma de crecimiento lenta en medio sólido, y agregativa en medio líquido.  

Seleccionar cepas de crecimiento por encima o por debajo de 26ºC podría haber supuesto 

que los ensayos tuvieran que haberse realizo de forma heterogénea, buscando aquellos 

patógenos de peces que tuviesen temperaturas de crecimiento superiores o inferiores. 

Además, 26ºC es una temperatura en la que muchos patógenos con temperaturas óptimas 

de 2 grados centígrados por encima o por debajo de 26ºC no muestran diferencias 

significativas a la hora de formar biofilms o a la hora de crecer sobre los medios sólidos 

seleccionados. Por lo tanto, creemos que 26ºC es una temperatura adecuada para buscar 

antagonistas de patógenos de peces que presentan un rango de temperatura de crecimiento 

entre 24ºC y 28ºC. 

Además del medio de cultivo y de la temperatura de crecimiento, la salinidad es 

importante a la hora de buscar antagonistas contra patógenos de peces de agua salada. 

Todas las cepas que hemos ensayado contra P. damselae subsp. piscicida crecen en medio 

suplementado con un 1.5% de NaCl, por lo que las cepas que hemos seleccionado y 

almacenado pueden ser ensayadas también frente a otros patógenos que requieren este 

porcentaje de sal en el medio para su crecimiento. Esto se ve reflejado en los experimentos 

en los que hemos utilizado medio BHI suplementado con un 1.5% de sal.  

Tras la selección inicial las cepas se congelaron a -80ºC, pues probablemente se 

necesitarán en el futuro buscar otras características beneficiosas en esta colección de 

bacterias. Para los ensayos de antagonismo, estas cepas se descongelaron en numerosas 
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ocasiones, no mostrando una reducción de la viabilidad en prácticamente el 100% de 

ellas. Eso sí, muchas perdieron “lustrosidad” y dejaron de producir parcial o totalmente 

pigmentos característicos. 

Los puntos de muestreo seleccionados en las instalaciones del Instituto ECOAQUA son 

por lo tanto lugares donde encontrar bacterias con propiedades interesantes contra 

patógenos de peces. Posiblemente uno de los factores que afectan a la presencia de estas 

poblaciones de bacterias sea el tipo de pez que se cultiva en los tanques. Así que creemos 

que si la especie de pez cultivada cambia, podrían volver a buscarse nuevas especies y 

cepas de bacterias para realizar ensayos similares a los de la presente tesis doctoral. 

Incluso sería interesante buscar bacterias con propiedades interesantes en estanques con 

especies acuáticas que no fueran peces, como moluscos, crustáceos o incluso tortugas 

marinas. Cuando se realizan búsquedas de bacterias en instalaciones donde se cultivan 

moluscos, crustáceos o incluso tortugas, la mayoría de investigaciones buscan sobre todo 

la presencia de patógenos de animales o humanos (Vieira et al., 2010; Koonse et al., 2005; 

Yu et al., 2013; Guz et al., 2021; Izadjoo et al., 1987). Pero las poblaciones de bacterias 

que se encuentran asociadas a ambientes donde viven esos animales son muy diversas y 

sería interesante realizar alguna aproximación para buscar fenotipos bacterianos de 

interés que no sean siempre patógenos (Díaz-Abad et al., 2022; McKnight et al., 2020; 

Nowakiewicz et al., 2015; Zhou et al., 2020; Wu et al., 2021; Babu et al., 2018). 

 

Ensayos de antagonismo bacteriano  

 

Los fenómenos de antagonismo bacteriano se conocen incluso desde épocas anteriores al 

descubrimiento de la Penicilina por Alexander Fleming. Durante la “época dorada” de los 

antibióticos -años en los que se descubrían incluso familias enteramente nuevas de 

antibióticos- la búsqueda de bacterias y hongos con antagonismo in vitro contra patógenos 

bacterianos fue la tónica habitual con la que producir nuevos fármacos. Las empresas 

farmacéuticas buscaban compuestos antimicrobianos en todos los lugares del mundo 

(Moellering, 2011; Klahn and Brönstrup, 2016; Leisner, 2020; Herrmann et al., 2016; 

Lewis, 2013). Poco a poco, con el aumento de la resistencia de las bacterias a los 

antibióticos las empresas farmacéuticas dejaron de invertir en programas de I+D para 

descubrir nuevos antimicrobianos. Esto ha sido así hasta tal punto que en el año 2022 

menos de 5 grandes compañías farmacéuticas mantienen algún tipo de investigación 
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sobre la búsqueda de nuevas moléculas procedentes de microorganismos terrestres o 

acuáticos (Durrant, 2001; Fernandes and Martens, 2017; Bax and Green, 2015; Hunt and 

Kirsch, 2020). 

En nuestro “screening”, hemos detectado numerosas combinaciones de bacterias 

ambientales y patógenos, donde se evidencia alguna forma de antagonismo. Esto no es 

poco habitual, pero nuestro objetivo era primero conocer qué bacterias hay en las 

instalaciones de acuicultura, y segundo encontrar al menos una que presentara buena 

actividad antibacteriana. 

El modo de cribado es sencillo, y los cultivos de bacterias ambientales están en fase 

estacionaria, pues el ensayo se realiza con cultivos que ya han crecido durante al menos 

48 horas en LB, lo que permite que expresen metabolitos secundarios y moléculas 

relacionadas con el estrés, algunas de las cuales pueden ser compuestos bacteriostáticos 

o bactericidas.  

Una vez creado el césped del patógeno diana, solo hay que añadir unos microlitros de la 

bacteria ambiental para ver el efecto. Generalmente se puede apreciar inhibición -cuando 

la hay- a las 48 horas. En el caso de alargar el periodo de incubación, posiblemente el 

halo de inhibición pueda ser mayor, pero no hemos apreciado grandes diferencias respecto 

a realizar la medición de los halos a las 96 horas -o más-.  

Muchas de las bacterias que producen halos de inhibición lo hacen frente a varios 

patógenos de peces. Esto es interesante porque su actividad puede facilitar su utilización 

contra varios de ellos -incluso Gram positivos o Gram negativos al mismo tiempo, 

emulando el espectro antimicrobiano amplio de algunos antibióticos. Concretamente, 

algunas de las cepas analizadas presentaron muy buena actividad contra Aeromonas 

hydrophila, Yersinia ruckeri y S. iniae.  

Estas cepas fueron candidatas para su secuenciación por la tecnología Illumina. Pudimos 

secuenciar el genoma completo de 8 de ellas, que parecían tener buena actividad contra 

distintas especies de patógenos de peces. La secuenciación masiva de cepas bacterianas, 

de coste económico cada vez menor, supone una gran ventaja a la hora de conocer a la 

bacteria que se quiere utilizar como probiótico, o simplemente, de la que se quiere extraer 

y utilizar un metabolito secundario o una actividad enzimática (Boolchandani et al., 2019; 

(A genomic approach to microbiology, 2019; Earl et al., 2008; Maghembe et al., 2020; 

Amini and Tavazoie, 2011). 
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Posible utilización como probióticos de algunas de las cepas 

caracterizadas 

 

Uno de los géneros que presenta un número considerable de cepas probióticas es el género 

Bacillus (Kuebutornye et al., 2019; Abarike et al., 2018). En un trabajo previo, nuestro 

grupo de investigación aisló una cepa de B. velezensis (cepa D-18) con capacidad 

probiótica. Esta cepa fue aislada a partir de agua procedente de la canalización de salida 

de una instalación de cultivos marinos en Santander (Monzón-Atienza et al., 2021). Tras 

distintos ensayos, incluido uno de antagonismo frente a V. anguillarum, se estableció 

como candidato a probiótico, llegándose incluso a administrar en cultivos de lubina 

(Dicentrarchus labrax). En el presente trabajo, hemos aislado y secuenciado distintas 

especies de bacterias de los géneros Bacillus, Paenibacillus y Brevibacillus, por lo que 

procederemos a realizar los estudios in vivo para evaluar su verdadera capacidad 

probiótica. El origen de estas cepas es también similar al de la cepa D-18 de Bacillus 

velezensis: instalaciones de acuicultura. Las propias instalaciones de acuicultura, aunque 

básicamente tienen unas características estructurales similares, poseen distintas variables 

que pueden dar origen a una diversidad notable de cepas probióticas. Esto es, el tipo de 

agua con sus parámetros físico-químicos, y el tipo de especies de pez cultivadas, con su 

microbiota asociada, como hemos comentado antes.  

Las cepas de Bacillus poseen además unas características notables en cuanto a la 

producción de metabolitos, enzimas digestivas, factores de adherencia y compuestos 

antibióticos que favorecen la lucha contra patógenos y mejoran el desarrollo de los peces 

(Olmos et al., 2020; Farzanfar, 2006; Banerjee and Ray, 2017). En cuanto a los géneros 

Paenibacillus y Brevibacillus, son menos conocidos en acuicultura, pero también se han 

caracterizado algunas de cepas de Paenibacillus y Brevibacillus con capacidad probiótica 

(Grady et al., 2016). Así, se ha demostrado que varias cepas de Paenibacillus polymyxa 

mejoran varios parámetros biológicos de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) como 

la resistencia a patógenos o la tasa de crecimiento (Midhun Sebastian Jose et al., 2022). 

Una cepa de P. polymyxa también mostró antagonismo contra una batería de patógenos y 

no mostró toxicidad cuando fue inoculado en carpa (Ctenopharyngodon idellus) (Yan et 

al., 2017). Otro estudio, utilizando una cepa de P. ehimensis demostró que también se 

aumentaba la tasa de crecimiento de esta misma especie de pez -la tilapia del Nilo-, que 
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mostraba antagonismo frente a cepas de los patógenos de peces A. hydrophila y S. iniae 

(79).  

En otro estudio, investigadores malayos mostraron que este tipo de cribados en busca de 

bacterias probióticas puede producir buenos resultados. En concreto, estos científicos 

hallaron un total 58 cepas de las especies Bacillus licheniformis, B. subtilis, B. circulans, 

B. sphaericus, B. cereus, Brevibacillus brevis, Corynebacterium propinquum, Leifsonia 

aquatica y Paenibacillus macerans con las que se realizaron posteriormente ensayos de 

antagonismo contra patógenos de peces. Todas ellas fueron aisladas de ambientes 

marinos,  y presentaron buena eficacia a la hora de aumentar la producción de larvas y 

juveniles del mero tigre Epinephelus fuscoguttatus (Yasin et al., 2016). Finalmente, las 

cepas de Bacillus fueron las que presentaron mejores resultados. 

Utilizando la platija estrellada (Platichthys stellatus) como animal de experimentación, 

investigadores coreanos probaron distintas combinaciones de cepas probióticas para 

valorar el efecto de estas sobre el crecimiento, y sobre distintos parámetros de la respuesta 

inmunitaria inespecífica. Las bacterias que utilizaron fueron de nuevo cepas de los 

géneros Bacillus y Paenibacillus (Park et al., 2016). El patógeno contra el que ensayaron 

dichas combinaciones fue Edwardsiella tarda, y como resultado, estos investigadores 

aseveraron que en algunos casos la combinación de cepas puede mejorar el rendimiento, 

pero que otras ocasiones, una sola cepa es suficiente para conseguir mejorar ciertos 

parámetros que se estudian durante el crecimiento y las infecciones experimentales. 

Investigadores de la India publicaron también un cribado similar de muestras ambientales 

(agua de mar, sedimentos, e intestinos de peces) en busca de bacterias con capacidad 

probiótica. En sus investigaciones aislaron un total de 109 bacterias entre las que 

destacaron algunas cepas de los géneros Paenibacillus y Bacillus. Estas cepas mostraron 

buena actividad antagonista contra cepas de Vibrio en un modelo de infección de camarón 

(Penaeus monodon) (Ravi et al., 2007). 

De las cepas que hemos secuenciado, quizás las menos conocidas sean Brevibacillus 

laterosporus, Rhodococcus aetherivorans y Bacillus atrophaeus. No hay datos sobre la 

utilización de Rhodococcus aetherivorans y Bacillus atrophaeus como posibles 

probióticos en acuicultura. Respecto a Brevibacillus laterosporus, esta bacteria se ha 

utilizado para controlar poblaciones de algas, ya que posee propiedades alguicidas 

interesantes (Jia et al., 2014; Zhang et al., 2022), pero no se ha utilizado como probiótico 

o para realizar estudios de antagonismo con patógenos de peces.  
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Si bien es cierto que nuestro primer objetivo era aislar y caracterizar cepas probióticos de 

interés contra patógenos en acuicultura, no podemos descartar que alguna de las cepas 

seleccionadas posea además alguna capacidad metabólica que represente una ventaja para 

el desarrollo de los peces, solas o en combinación, o junto a otras cepas probióticas o 

compuestos prebióticos. Sin duda, estudios de campo que introduzcan estas cepas en la 

dieta de alguno de los tipos de pez que se cultivan en las Islas Canarias, como la dorada 

o la lubina, ofrecerá información adicional sobre la potencial utilización de estas cepas. 

Sería interesante realizar algún ensayo funcional con algunas de las cepas que presentan 

mayor actividad inhibitoria contra patógenos de peces para determinar la naturaleza de 

los productos que causan dicha inhibición.  

Debemos tener en cuenta también la cepa del patógeno que utilizamos en los ensayos, ya 

que, al utilizar diferentes cepas, siempre existe la posibilidad de que alguna de ellas sea 

más susceptible a productos microbianos que otras. Esto lo hemos observado por ejemplo 

en S. iniae, donde las cepas 102508 y 103769 se han mostrado más resistentes en los 

ensayos de antagonismo que las cepas 105804 y IUSA-1. 

 

 

QUORUM SENSING 

 

Muchos fenotipos, incluyendo la formación de biocapas o biofilms, están bajo el control 

del Quorum-Sensing (QS) bacteriano. Este mecanismo de comunicación se basa en 

moléculas que difunden en el medio y que son conocidas como autoinductores. C. 

violaceum es una bacteria Gram negativa que produce de forma natural moléculas de 

violaceína en respuesta a la densidad de su población, que está a su vez relacionada con 

la presencia de acil homoserina lactoras de 6 átomos de carbono (C6HSL). Estas 

moléculas de comunicación -o autoinductores- son quizás las más utilizadas en el mundo 

bacteriano (Blosser and Gray, 2000; McClean et al., 1997; Morohoshi et al., 2008). 

A partir de esta especie, se han desarrollado cepas que son capaces de responder a 

determinadas moléculas de señalización bacteriana que se producen también cuando la 

densidad de población alcanza un umbral determinado. Cuando se alcanza este umbral, 

las bacterias coordinan la expresión de genes para la producción de diferentes proteínas, 

algunas de las cuales están implicadas en la virulencia. Algunos fenotipos de virulencia 

asociados a la producción de moléculas de QS son la producción de enzimas 
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extracelulares -como proteasas-, la formación de biofilms, la movilidad y la producción 

de toxinas (Waters and Bassler, 2005; Valente et al., 2017; Yan et al., 2022; Mukherjee 

et al., 2019; Natrah et al., 2012; Gao et al., 2018; Rasch et al., 2007; Law and Tan, 2022). 

Pero además, el QS están implicado en importante procesos bacterianos como la 

conjugación y la transformación, y también la resistencia a los antibióticos (Ng and 

Bassler, 2009; Santajit et al., 2022; Fan et al., 2022; Ruiz et al., 2022; Simanek and 

Paczkowski, 2022). 

Por lo tanto, una estrategia anti-virulencia es inhibir esta vía de comunicación en las 

poblaciones bacterianas. De hecho, esta estrategia está siendo estudiada activamente 

también para luchar contra patógenos en acuicultura  (Defoirdt, 2018; Zhao et al., 2015; 

Defoirdt et al., 2008; Srinivasan et al., 2020; Zhang et al., 2017; Alexpandi et al., 2021; 

Li et al., 2020). 

Muchas moléculas presentes en productos naturales tienen actividad inhibitoria de 

algunas moléculas o mecanismos de QS bacterianos, el problema es que muchas veces 

los ensayos in vitro no pueden garantizar que las concentraciones a las que se prueban 

esos productos sean alcanzables in vivo. Un claro ejemplo son las moléculas obtenidas de 

plantas -con estudios publicados mayoritariamente por investigadores asiáticos-, como 

algunos aceites esenciales, que poseen una espectacular actividad in vitro pero luego no 

llegan a pruebas de concepto o a ensayos clínicos. De todas formas, cuando pensamos en 

compuestos antibacterianos -bactericidas o incluso bacteriostáticos- no debemos pensar 

solo en “medicamentos” sistémicos, ya que en algunas ocasiones, con inhibir la 

interacción de patógenos con superficies ya tendrían cierto interés para diversos tipos de 

industrias, por ejemplo, para la industria alimentaria (Rossi et al., 2022; Tariq et al., 2019; 

Zhang et al., 2020; Camele et al., 2019) o la medicina veterinaria (Omonijo et al., 2018; 

O’Bryan et al., 2015; Sharifi and Nayeri Fasaei, 2022; Dewi et al., 2021; Merghni et al., 

2018). 

Por ello, es interesante aislar e identificar bacterias que produzcan compuestos capaces 

de cortar estas vías de señalización, con el fin de reducir o inactivar dichos fenotipos de 

virulencia en las cepas diana. Muchos de estos compuestos se comportan de manera 

similar a los antibióticos producidos por las propias bacterias, con lo que la probabilidad 

de que puedan ser utilizados in vivo son mayores. El mecanismo de bloqueo de este tipo 

de señalización química en bacterias ha recibido el nombre de quorum-quenching (QQ) 

En contraposición al QS está el denominado quorum-quenching (QQ), un proceso 

encargado de romper esta comunicación a través de los autoinductores, y que puede ser 
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químico o enzimático (Sikdar and Elias, 2020; Grandclément et al., 2016) y que 

básicamente actúa degradando a los autoinductores.  

En el presente trabajo, hemos encontrado al menos 40 cepas con actividad frente a la cepa 

de referencia de C. violaceum. En concreto, algunas de ellas, además de inhibir a esta 

bacteria, parece que bloquean la producción del pigmento violaceína, lo que lleva a pensar 

en el bloqueo concomitante de la ruta de Q-S que controla dicha molécula. Esto es 

evidente ya que el color morado oscuro de la cepa de C. violaceum se vuelve blanco, señal 

inequívoca de que se neutraliza la producción del pigmento.  

Sería interesante encontrar nuevos inhibidores de esta ruta de señalización, y 

caracterizarlos a nivel molecular, ya que muchos de los factores de virulencia de la 

bacterias dependen de ella, sobre todo cuando se trata de bacterias resistentes a los 

antibióticos, y que han establecido nichos de supervivencia en ambientes donde se 

utilizan gran cantidad de estos medicamentos, como los hospitales en el caso de medicina 

humana, o sedimentos acuáticos de zonas en las que se utilizan masivamente los 

antibióticos para acuicultura. La secuenciación de las cepas que hemos encontrado con 

capacidad inhibitoria, podría mostrarnos los genes implicados en dicho proceso, pero 

muchos de ellos no tienen homólogos conocidos, sobre todo cuando se trata de especies 

relativamente poco estudiadas.  

Por otra parte, es importante que las cepas que se vayan a utilizar como probióticos no 

contengan genes de virulencia o de resistencia a los antibióticos. La única cepa que 

presenta genes de resistencia con secuencias conservadas parece ser la cepa 241, con 

genes completos de resistencia a vancomicina. Las otras cepas, aunque tienen secuencias 

de genes que a priori son importantes, no parecen haber sido detectados en su secuencia 

completa por el programa de detección de genes de resistencia a antibióticos ResFinder. 

Esto hace más atractivas a las cepas a la hora de su posible utilización como probióticos. 

 

Adherencia de las cepas aisladas en instalaciones de aquicultura 

 

La adherencia es un requisito indispensable para establecer comunidades bacterianas 

tanto sobre sustratos inertes como sobre seres vivos. También es imprescindible para 

unirse a las células del hospedador. Por ello, la capacidad de adherencia es una cualidad 

deseable en las cepas destinadas a su utilización como probióticos. En el presente trabajo 

hemos utilizado el ensayo típico de biofilm sobre placas de poliestirenos para comprobar 
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la capacidad que tienen las cepas para formar biofilms. Como era de esperar, la 

heterogeneidad de las cepas aisladas ha permitido observar un abanico de fenotipos 

formadores de biopelículas en las placas de 24 pocillos. Debemos decir que este formato 

es muy adecuado para los ensayos, pues permite incluso realizar estudios de microscopía 

SEM dentro de los propios pocillos (Remuzgo-Martínez et al., 2015). Curiosamente, las 

cepas aisladas de materiales sólidos (cepas 1-192; biofilms en los tanques de cultivo, 

sedimentos) parecen tener mayor capacidad de adherencia que las cepas aisladas a partir 

de agua (cepas 193-276). Incluso, la densidad óptica en algunos casos ha tenido valores 

cercanos a 6 (DO 600nm). Esto implica que la capacidad de formar biopelículas por esas 

cepas en tan solo 48 horas bajos las condiciones experimentales que hemos utilizado, es 

enorme. Pero, debemos tener en cuenta, que a la vista del fenotipo dentro de los pocillos, 

está claro que esas cepas en su mayoría forman biopelículas en la superficie del medio. 

Esto puede variar enormemente el resultado cuantitativo, ya que esa película, que no es 

más que una capa tremendamente densa de bacterias flotando en el medio de cultivo, 

puede ser arrastrada o no en los ensayos de biofilm, cuando se realizan los lavados 

sucesivos. Este fenómeno ocurre en otras bacterias como Acinetobacter baumannii 

(Eijkelkamp et al., 2011; Longo et al., 2014) pero no quita que la capacidad de adherencia 

de esas cepas sea extraordinaria en este sustrato, arrastremos esa película en los lavados 

o no.  

De las cepas secuenciadas, la que mayor capacidad tiene para formar biofilm in vitro es 

la cepa 237. De hecho, el biofilm que forma es más que notable. Seguidamente, tenemos 

las cepas 241, 238, y 253, que forman un biofilm bastante normal. Luego, con menor 

formación de biofilm tenemos las cepas 32, 91, 107 y 230. Es coherente pensar que estas 

bacterias tendrán tendencia a formar menos biofilm si tienen un modo de vida más 

planctónico, pero siempre debemos tener en cuenta las condiciones experimentales en las 

que desarrollamos nuestros ensayos. En general, el biofilm en prácticamente todas las 

cepas se formó en la interfase agua aire, aunque en algunas ocasiones se observaron 

células adheridas al fondo de los pocillos. Esto también parece cepa-dependiente, y sería 

un fenómeno que no estaría afectado por el medio de cultivo. 
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Presencia potencial de fagos en bacterias presentes en instalaciones 

de acuicultura 

 

A pesar de esta enormidad de fagos que existe en el ambiente que nos rodea, la 

composición específica de las poblaciones de fagos en ambientes acuáticos y en las 

diferentes especies de peces está lejos de ser comprendida, ni tan siquiera parcialmente. 

Además, los esfuerzos científicos relacionados con el estudio de fagos en acuicultura, se 

han centrado casi exclusivamente en encontrar y caracterizar fagos contra patógenos de 

peces. Así, últimamente se estila lo que nosotros denominamos “un fago-un paper” donde 

los investigadores buscan, detectan, fotografían y secuencian nuevos fagos específicos de 

cepas patógenas de peces o moluscos. Pero, no se realiza un esfuerzo en la búsqueda y 

caracterización de fagos de bacterias autóctonas de ambientes acuáticos, que también 

pueden ofrecer una información valiosa sobre varios aspectos relevantes para las prácticas 

en acuicultura. Por ejemplo, conociendo las especies que portan fagos líticos podríamos 

llegar a plantear la posibilidad de utilizarlos para regular estas poblaciones, en el caso de 

que alguna cepa o especie sea más beneficiosa o más problemática en algún aspecto de 

su ecología.  

En la presente tesis doctoral hemos iniciado un estudio prospectivo para la detección y 

caracterización de fagos relacionados con las especies de bacterias autóctonas que viven 

o están presentes en instalaciones relacionadas con la acuicultura. Hemos detectado que 

muchas de las cepas presentes en los tanques de peces asociadas a biofilm o en la propia 

agua poseen sensibilidad a la Mitomicina C.  

Las curvas de crecimiento que cambian su tendencia cuando las bacterias se exponen a 

este compuesto son indicativas de la presencia potencial de un bacteriófago. Esto se ha 

demostrado con algunas de las especies de patógenos de peces que hemos utilizado, por 

ejemplo en S. iniae (Wright et al., 2013), Hafnia (Pan et al., 2022b) o distintas especies 

de Vibrio (Tabla 1), y también en otros patógenos animals o humanos como Escherichia 

coli (Fang et al., 2017). Un ejemplo claro en nuestros ensayos es la cepa 91 (figura 27B) 

Como hemos mencionado en el correspondiente apartado de resultados, de un total de las 

180 cepas que se cultivaron para realizar ensayos con el inductor Mitomicina C, un total 

de 80 (44%) presentaron una desviación brusca del crecimiento exponencial durante los 

cultivos en medio líquido. Este porcentaje es similar al observado en diferentes estudios 
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con bacterias marinas, donde se llega a alcanzar una presencia de fagos hasta en el 62% 

de las cepas (Jiang and Paul, 1998; Williamson et al., 2002). 

Para poder estudiar el fenómeno de lisis/lisogenia, en algunos casos en los que las curvas 

de tratamiento con Mitomicina indicaban claramente que este compuesto estaba 

induciendo una lisis fágica de la bacteria, procedimos a centrifugar y filtrar los 

sobrenadantes de los cultivos en busca de partículas fágicas. En muchas ocasiones, no 

tuvimos resultado, pero finalmente conseguimos fotografiar algunas estructuras similares 

a fagos de las familias y Myoviridae y Siphoviridae. Estas morfologías son muy comunes 

en fagos de bacterias marinas y también en fagos de patógenos de peces. En la tabla 1 

mostramos un claro ejemplo de ello.  

Además, también hemos realizado microfotografías con TEM de algunas de las cepas 

secuenciadas, que resultaron tener la morfología típica de Bacillus en muchos casos. 

Recientemente se han aislado fagos con un rango de hospedador relativamente amplio, 

por lo que sería interesante realizar experimentos de purificación de fagos directamente a 

partir de las cepas que han dado positivo en los experimentos de inducción con 

Mitomicina C para probarlos frente a cepas heterólogas. 

De las cepas secuenciadas hemos obtenido el genoma completo de 4 bacteriófagos, que 

no presentan genes de resistencia o genes de virulencia bacterianos. La secuenciación de 

genomas de fagos se nos antoja hoy en día imprescindible para poder llevar a cabo su 

utilización en pruebas de campo. 

Uno de los objetivos que nos planteamos para futuros trabajos, es buscar fagos líticos en 

nuestras colecciones de patógenos de peces utilizando el método de inducción con 

Mitomicina C. Además, también hay otra opción de obtener fagos líticos, utilizando el 

propio agua de las instalaciones de cultivo de peces para buscar fagos líticos contra 

patógenos de peces por el método de enriquecimiento. 

Creemos que conocer las bacterias autóctonas que conviven con los peces en las 

piscifactorías, así como sus fagos, podrá ayudarnos a implementar medidas para favorecer 

la presencia de bacterias probióticas y perjudicar la presencia de bacterias patógenas. En 

esta tesis doctoral hemos implementado técnicas para continuar en ese camino. 
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Conclusiones 
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Conclusiones 

 

1. Las instalaciones de acuicultura son una fuente importante decepas bacterianas con 

propiedades probióticas. 

 

2. Las cepas de bacterias aisladas en instalaciones de acuicultura poseen capacidades 

antimicrobianas y producen mecanismos de cloqueo de señales de Quorum-Sensing que 

podrían ser aprovechadas como herramientas anti-virulencia. Las cepas con mayor 

actividad frente a patógenos pertenecen a los géneros Paenibacillus, Brevibacillus y 

Bacillus. 

 

3. Las cepas de bacterias aisladas en instalaciones de acuicultura presentan una adherencia 

heterogénea a la hora de realizar ensayos de formación de biofilms. 

 

4. Según los resultados de los ensayos de inducción con Mitomicina C, aproximadamente 

el 50% de las cepas aisladas en las instalaciones de acuicultura del Instituto ECOAQUA 

podrían contener fagos. 

 

6. La secuenciación de genomas de bacterias y fagos aisladas en las instalaciones del 

Instituto ECOAQUA establece que no poseen genes de virulencia ni de resistencia a 

antibióticos importantes, por lo que estas cepas podrían ser utilizadas como probióticos 

en acuicultura. 
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Anexos 
 

En los Anexos I-VIII se depositan los archivos FASTA con las secuencias de los genomas 

de las cepas seleccionadas y secuenciadas. Se proporciona un pendrive al tribunal. 

 

 

 

 

 

 

 




