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Resumen

En el presente trabajo se investiga el impacto de Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida en la salud del rodaballo (Scophthalmus maximus), un pez crucial para la acuicultura
gallega. La forunculosis, enfermedad causada por esta bacteria, se caracteriza por provocar
lesiones cutaneas y alteraciones en el comportamiento, particularmente bajo condiciones de estrés

como altas temperaturas y mala calidad del agua.

Los objetivos del estudio fueron evaluar el impacto de A. salmonicida en el rodaballo
mediante andlisis morfopatolégico e inmunohistoquimico, identificar las lesiones causadas por la
infeccion y analizar la distribucion de los antigenos bacterianos en diferentes érganos del

rodaballo.

La metodologia incluy6 la recoleccién de rodaballos infectados y el procesamiento de
muestras para estudios histologicos. Observacion al microscopio de muestras y técnicas

inmunohistoquimicas para detectar los antigenos bacterianos.

Los hallazgos macroscépicos revelaron lesiones visibles como exoftalmia, nddulos
cutaneos y nédulos en el bazo. Los andlisis microscopicos mostraron dafio tisular significativo en
organos como el corazén, branquias, piel y sistema digestivo. Ademas, los antigenos de A.
salmonicida se localizaron principalmente en las areas afectadas por lesiones cutaneas y 6rganos

internos.

En conclusion, la infeccion por A. salmonicida subsp. salmonicida tiene un impacto
severo en la salud del rodaballo, causando lesiones significativas que pueden identificarse tanto a
nivel macroscopico como microscopico. La inmunohistoquimica se demostrdé como una

herramienta Gtil para detectar la presencia y distribucion de la bacteria en los tejidos infectados.

PALABRAS CLAVE: Aeromonas salmonicida subsp salmonicida / Rodaballo /

Forunculosis / Histopatologia / Inmunohistoquimica.

Abstract

The present study investigates the impact of Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
on the health of turbot (Scophthalmus maximus), a fish of great importance in Galician
aquaculture. Furunculosis, a disease caused by this bacterium, is characterized by causing skin
lesions and behavioral changes, particularly under stressful conditions such as high temperatures

and poor water quality.
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The objectives of the study were to evaluate the impact of A. salmonicida on turbot
through morphopathological and immunohistochemical analysis, to identify the lesions caused by

the infection, and to analyze the distribution of bacterial antigens in different organs of the turbot.

The methodology included the collection of infected turbot and the processing of samples
for histological studies. Microscope observation of samples and immunohistochemical techniques

to detect bacterial antigens.

Macroscopic findings revealed visible lesions such as exophthalmos, skin nodules, and
nodules in the spleen. Microscopic analyses showed significant tissue damage in organs such as
the heart, gills, skin, and digestive system. Additionally, A. salmonicida antigens were mainly

located in areas affected by skin lesions and internal organs.

In conclusion, infection by A. salmonicida subsp. salmonicida has a severe impact on the
health of turbot, causing significant lesions that can be identified both macroscopically and
microscopically. Immunohistochemistry proved to be a useful tool for detecting the presence and

distribution of the bacterium in infected tissues.

KEYWORDS: Aeromonas salmonicida subsp salmonicida / Turbot / Furunculosis /

Histopathology / Immunohistochemistry.

Resumo

O presente estudo investiga o impacto de Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida na
saude do rodaballo (Scophthalmus maximus), un peixe de grande relevancia na acuicultura
galega. A forunculose, enfermidade causada por esta bacteria, caracterizase por provocar lesions
cutaneas e alteracions no comportamento, particularmente baixo condicions de estrés como altas

temperaturas e mala calidade da auga.

Os obxectivos do estudo foron avaliar o impacto de 4. salmonicida no rodaballo mediante
analises morfopatoloxicas e inmunohistoquimicas, identificar as lesions causadas pola infeccion

e analizar a distribucion dos antixenos bacterianos en diferentes 6rganos do rodaballo.

A metodoloxia incluiu a recollida de rodaballos infectados e o procesamento de mostras
para estudos histoloxicos. Observacion ao microscopio de mostras e técnicas

inmunohistoquimicas para detectar os antixenos bacterianos.

Os achados macroscopicos revelaron lesions visibles como exoftalmia, nodulos cutaneos
e nddulos no bazo. As analises microscopicas mostraron danos tisulares significativos en 6rganos

como 0 corazon, as branquias, a pel e o sistema dixestivo. Ademais, os antixenos de A.
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salmonicida localizaronse principalmente nas areas afectadas por lesiéns cutaneas e organos

internos.

En conclusion, a infeccion por 4. salmonicida subsp. salmonicida ten un impacto severo
na saude do rodaballo, causando lesions significativas que poden identificarse tanto a nivel
macroscopico como microscopico. A inmunohistoquimica demostrou ser unha ferramenta util

para detectar a presenza e distribucion da bacteria nos tecidos infectados.

PALABRAS CLAVE: Aderomonas salmonicida subsp salmonicida / Rodaballo /

Forunculose / Histopatoloxia / Inmunohistoquimica.
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Introduccién

Acuicultura y produccion

En el siglo XXI, ha habido un creciente reconocimiento de la importancia de los sectores pesquero
y acuicola en la garantia de la seguridad alimentaria y la nutricion a nivel mundial. Para continuar
ampliando esta contribucion, se requiere acelerar cambios transformadores en politicas de
gestion, innovacion e inversion, con el objetivo de alcanzar una pesca y acuicultura globales
sostenibles y justas. En 2022, la produccion mundial de pesca y acuicultura alcanzé un récord de
223,2 millones de toneladas. La produccion de animales de acuicultura superd por primera vez la
de la pesca de captura (51 %) (FAO, 2024).

La acuicultura de peces marinos estd dominada por el salmén del Atlantico (Salmo salar),
Noruega encabeza su produccion, seguido de Chile, Reino Unido, Canada e Irlanda. Otros peces
marinos econdémicamente importantes son: la dorada (Sparus aurata), la lubina (Dicentrarchus
labrax) y el rodaballo (Scophthalmus maximus) en paises como Grecia, Italia, Francia, Espafia y
Portugal. En Japdn, los peces mas producidos son: el hamachi (Seriola quinqueradiata), el ayu
(Plecoglossus altivelis), la platija de oliva (Paralichthys olivaceus) y la dorada de Japon (Pagrus
major) y en el continente africano se cultiva la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (Toranzo

et al., 2005; APROMAR, 2023).

En cuanto al rodaballo, Espafia, es el principal pais productor de Europa, cosech6 8.766
toneladas, lo que representa el 11,2% del total, un 1,5% mas que en 2021. El tercer productor es
Portugal con 3.600 t, lo que representa el 4,6% del total, seguido por Paises Bajos y Francia con
100 t, lo que representa el 0,1% del total. Para 2023, se espera que se mantenga una cifra similar
de aproximadamente 79.000 t. Aunque tanto las cifras como la especie exacta son imprecisas,
China destaca con una produccion significativa de alrededor de 66.000 toneladas en 2022 fuera
de la Union Europea (APROMAR, 2023).

En los ultimos 35 afios produccion acuicola de rodaballo en Galicia ha experimentado un
crecimiento importante que ha situado a la region a la cabeza de las areas productivas de esta
especie en Europa. El entorno fisico de la costa gallega presenta buenas condiciones para este tipo
de cultivo, sin las cuales su rapida expansion no habria sido posible. La riqueza del agua, su
temperatura y su bajo nivel de contaminacion son caracteristicas clave para obtener una
produccion abundante, de rapido crecimiento y en buenas condiciones higiénico-sanitarias

(Fernandez-Gonzalez et al., 2021).
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Segin APROMAR (2023), la comunidad auténoma de Galicia produjo la mayor parte de
la cria de rodaballos de Espafia en 2022. El valor medio en primera venta, se estimo un precio de
11,6 € por kilogramo en 2022, generando un total de 101,8 millones de euros. Al igual que con la
dorada y la lubina, la cantidad de rodaballo silvestre capturado por la flota espafiola es cada vez
mas escasa y testimonial para los mercados. En el caso del rodaballo, si comparamos las capturas
pesqueras con la produccion acuicola, APROMAR (2023) indica que el 91,7% proviene de la

acuicultura.

Descripcion del rodaballo

El rodaballo (Scophthalmus maximus L.) es un pez teledsteo que pertenece al Orden
Pleuronectiformes y a la Familia Scophthalmidae. Este pez bentonico vive en fondos marinos de
arena y piedras a profundidades de 20 a 75 metros en su habitat natural. Es un pez plano sin
simetria con una forma romboidal practicamente redondeada con ojos en el lado izquierdo (figura
1). Aungue no tiene escamas en su piel, si tiene protuberancias 6seas que se encuentran de manera
irregular en su cuerpo. La mayoria de las veces, el flanco inferior carece de pigmentacion, pero
la parte superior del cuerpo tiene una tonalidad marrén parduzca que puede variar en intensidad
dependiendo del entorno en el que vive (Failde et al., 2014; FAO, s.f). No muestran diferencias
entre sexos visibles, sin embargo, los machos tienden a ser mas pequefos y a crecer mas
lentamente. Su madurez sexual se alcanza entre el tercer y quinto afio de vida, dependiendo de la
temperatura del agua. En la edad adulta, ciertos individuos pueden llegar a pesar hasta 25 kg y

medir hasta 1 metro de longitud (APROMAR, 2023).

l“l’ﬂllll..ll.“ll'.‘“.ll‘l i
SR e L

Figura 1: Rodaballo macho de 554¢g

La reproduccion ocurre en la region mediterranea entre febrero y abril, mientras que en el
Atlantico ocurre entre mayo y agosto. En Galicia, la freza ocurre en los meses de mayo, junio y
julio debido a un aumento gradual del fotoperiodo y la temperatura del agua. Se encuentra a lo
largo de las costas del Atlantico Nororiental, desde Marruecos hasta las costas de Gran Bretafia e
Islandia, el Mediterraneo y el Mar Negro (figura 2) (FAO, s.f).
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Figura 2: distribucion costera del rodaballo indicada

Crianza con una linea naranja (Losada, 2013).

La riqueza bioldgica de la costa gallega se debe al atloramiento costero. El viento del
norte, predominante en verano, es fundamental al proporcionar agua fria y rica en nutrientes. Si
el viento es fuerte y persistente, las temperaturas de la superficie del mar pueden ser incluso
inferiores a 16 °C en pleno verano, estas temperaturas son optimas para la cria y el cultivo del

rodaballo (Fernandez-Gonzalez et al., 2021).

La produccion se divide en tres fases, larvaria o hatchery, preengorde y engorde

(figura 3):

La cria larvaria ha representado uno de los principales desafios en la produccion
comercial del rodaballo. El desarrollo de las larvas se lleva a cabo en sistemas intensivos o
extensivos. En el sistema intensivo, se emplean tanques pequefios con un control estricto del
entorno, donde se mantienen altas densidades de larvas y presas. Después de la eclosion, las larvas
inicialmente se alimentan de las reservas vitelinas que tienen almacenadas. La apertura de la boca
se produce alrededor del tercer dia y a partir de entonces comienzan a alimentarse de rotiferos y
artemia. Las presas utilizadas son cultivadas en laboratorio y tienen un valor nutricional limitado

(Cerda-Cuéllar y Blanch, 2004; Peleteiro, 2001; FAO, s.f).

La segunda fase es el pre-engorde, durante la cual los juveniles se crian hasta que alcanzan
pesos que oscilan entre 40-100 gramos y se les va introduciendo alimento inerte a partir de los

30-40 dias (Person-Le Ruyet, 2010; Peleteiro, 2001; FAO, s.f).

La tercera y tltima etapa es el engorde, donde los ejemplares permanecen hasta que
alcanzan el tamafo y peso comercial deseado (>400g). Con una temperatura de media de 18°C,

los rodaballos alcanzan el kilo en 18 meses (Cal et al., 2006; Peleteiro, 2001; FAO, s.f).
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Figura 3: esquema del cultivo del rodaballo. (Modificado de: Rodriguez, J. L, 2011) Creado con:

biorender.com

Enfermedades frecuentes en la produccion del rodaballo

Como en otras actividades de produccion animal intensiva, en la cria del rodaballo las
enfermedades son uno de los retos a los que se enfrenta la industria y para las cuales, la
investigacion es esencial a la hora de comprender tanto la enfermedad como su impacto en los

organismos y asi desarrollar recursos para afrontarlas. (Aramburu et al., 2023).

Considerando el aumento de rendimiento y la densidad, las enfermedades infecciosas del
rodaballo se han convertido en un factor limitante para su cultivo, lo que conlleva grandes
pérdidas econdmicas. En la actualidad, se han identificado varios patdégenos que afectan al
rodaballo, como Vibrio anguillarum, Tenacibaculum maritimum, Edwardsiella piscicida,
Aeromonas salmonicida, Mycobacterium marinum, Streptococcus parauberis, Enteromyxum
scophthalmi y Philasterides dicentrarchi, entre otras. La presencia de esta variedad de agentes
aumenta la complejidad del control de enfermedades en la piscicultura de este pez (Gao et al.,
2023; Toranzo y col, 2005). Solo un nimero relativamente pequefio de bacterias son responsables
de importantes pérdidas economicas en peces cultivados en todo el mundo (Libran-Pérez et al.,

2022). Algunas de las mas relevantes serian las aqui descritas:

La vibriosis, causada por V. anguillarum, es una enfermedad problematica que provoca
septicemia hemorragica, mejor conocida en granjas de peces marinos, aunque también se ha

descrito en moluscos y crustaceos. La bacteria fue aislada por primera vez de anguilas europeas
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Anguilla anguilla que sufrian de "peste roja", una condicion que se remonta al siglo XVIIIL. Es
reconocida como una enfermedad importante de salmones y otros peces marinos. También se han

documentado mortalidades atribuidas a V. anguillarum en especies salvajes (Lovy et al., 2024).

E. piscicida, antes conocida como Edwardsiella tarda, es una bacteria facultativa
intracelular con un amplio rango de hospederos que puede encontrarse tanto en animales como
en humanos. Esta bacteria gramnegativa es un patdgeno comunmente hallado en ambientes
acuaticos. Su infeccion produce una enfermedad sistémica que afecta a diversos peces de cultivo

y que ha generado considerables pérdidas econdmicas en la industria acuicola (Ren et al., 2024).

La enteromixosis, causada por E. scophthalmi, un parasito mixosporidio, representa una
grave amenaza para la piscicultura del rodaballo en Europa, debido a la alta morbilidad y
mortalidad observada en los lotes afectados generando importantes pérdidas economicas. Hasta
el momento, no se han identificado medidas terapéuticas efectivas para combatirla. Las
principales lesiones macroscépicas consisten en la presencia de un derrame serosanguinolento en
la cavidad celomica y areas hiperémicas que afectan las superficies serosas intestinales, asi como
la acumulacion de liquido dentro del tracto digestivo. Ocasionalmente se observd una leve

esplenomegalia (Bermudez et al., 2010; Losada et al., 2012).

La escuticociliatosis, causada principalmente por los ciliados P. dicentrarchi' y Miamiensis
avidus, representa una seria enfermedad que provoca altas tasas de mortalidad en las granjas
comerciales de peces planos, generando graves pérdidas econdmicas en este sector de la
acuicultura. En Europa, la escuticociliatosis en rodaballo se atribuye especificamente a P
dicentrarchi. Actualmente, se usa el formaldehido para controlar la enfermedad, y el uso de
autovacunas solo puede prevenir parcialmente los brotes infecciosos (Sueiro et al., 2022;

Harikrishnan et al., 2009).

Por ultimo, y siendo el patdogeno objetivo de este trabajo, Aderomonas salmonicida subsp
salmonicida (Ass) es el patdogeno de peces mas antiguo conocido, actualmente es endémico en
zonas de agua fria y templada. La enfermedad que produce se le da el nombre de forunculosis.
Aunque es mas conocido por afectar a salmonidos, otras especies pueden ser infectadas también.
Se asocian signos clinicos variados con la infeccion en diferentes especies, aunque las

ulceraciones cutaneas, y las hemorragias son caracteristicas recurrentes (Menanteau-Ledouble
etal., 2016).
Forunculosis

Emmerick y Weibel en 1894 fueron los primeros en registrar la presencia de forunculosis
al observar lesiones cutaneas en truchas marrones. Después de aislar la bacteria, indujeron la

infeccion experimentalmente en otros peces y la denominaron Bacterium salmonicida. Mas
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adelante, el nombre fue modificado a Bacterium truttae, pero esta discrepancia taxondémica fue
posteriormente corregida restaurando el nombre original. Finalmente, con la creacion de un nuevo

género, su posicidon taxondmica quedo establecida como A4. salmonicida (Bruno, 2015).

En Espafia, la primera vez que se document6 4. salmonicida fue en 1968 afectando a
truchas de los rios de Asturias y Castilla Leon. En Galicia, en 1987 se detectd 4. salmonicida en
una granja de trucha arcoiris y en 1989 en una de salmén del Atlantico. En rodaballos no fue
detectada hasta 1992 y desde entonces se ha convertido en uno de los patdgenos mas comunes en
las granjas de esta especie en Espafia y Portugal (Cordero del Campillo y col., 1970; Toranzo y
col., 2005).

Las especies de Aeromonas son bacilos no esporulados, Gramnegativos, generalmente
positivos a citocromo oxidasa, anaerobios facultativos y quimioorganotroficos. Se caracterizan
por poder crecer en un medio sin cloruro de sodio (NaCl), pero no en un medio con NaCl al 6%,
no producen acido a partir de inositol y la mayoria de ellas son resistentes al agente vibriostatico

0/129 (2,4-diamino-6,7-diisopropilteridina) (Beaz-Hidalgo & Figueras, 2013).

A. salmonicida afecta principalmente a los salmoénidos pero también a otros teledsteos
como: el bacalao del Atlantico, Gadus morhua; el fletdn, Hippoglossus hippoglossus; el rodaballo,
Scophthalmus maximus; la lamprea marina, Petromyzon marinus; la carpa, Cyprinus carpio; el
pez dorado, Carassius auratus o la anguila europea, Anguilla anguilla, entre otros (Beaz-Hidalgo

& Figueras, 2013).

Las cepas de A. salmonicida se clasifican como tipicas o atipicas segin su origen de
aislamiento y fenotipo. Se han descrito cinco subespecies, donde A. salmonicida subsp.
salmonicida es la unica subespecie tipica, mientras que las demas subespecies achromogenes,
masoucida, smithia y pectinolytica se consideran atipicas (Vasquez et al., 2022). Si Ass afecta a
una especie que no sea el salmon se considera que es una forunculosis atipica (Austin & Austin,

2016) .

Se sabe que Aeromonas spp. son patdgenos oportunistas para los peces, y en condiciones
de estrés, como un aumento en la temperatura, la mala calidad del agua, el manejo excesivo, etc.,
son unas de las principales causas de brotes epidémicos. El desarrollo de una infeccion depende
de la capacidad de una bacteria para adherirse a la piel del hospedador o a sus érganos internos,
o para invadir sus células y evadir los mecanismos de defensa del huésped. Las branquias, la piel
y el tracto gastrointestinal, asi como posibles lesiones o tUlceras, se consideran las areas mas

vulnerables para la adhesion y colonizacion bacteriana (Beaz-Hidalgo & Figueras, 2013).

La infeccion por 4. salmonicida en salmoénidos ha sido tradicionalmente categorizada en

tres estadios clinicos basandose en las manifestaciones observadas: hiperaguda, aguda y cronica.
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Los signos clinicos de la forunculosis causada por las subespecies tipicas y atipicas de A.
salmonicida en los peces afectados son muy parecidos (Coscelli, Bermldez, Losada, et al., 2014;

Coscelli, Bermudez, Sancho Silva, et al., 2014).

Las infecciones hiperagudas son mas frecuentes en peces de tamaio reducido, los cuales
pueden presentar una hiperpigmentacion y morir sin manifestar signos clinicos prominentes de la
enfermedad. En algunos casos, unicamente puede observarse una ligera exoftalmia (Cipriano &

Bullock, 2001).

Las infecciones agudas suelen ocurrir en peces juveniles y adultos, los signos clinicos
son: comportamiento de natacion erratico, ralentizacion y anorexia. Las lesiones externas se
manifiestan como hiperpigmentacion y hemorragias en la base de las aletas y la cavidad oral.
Internamente el bazo estda aumentado de tamafio, y el higado puede tener hemorragias

subcapsulares o necrosis focal del tejido parenquimatoso (Cipriano & Bullock, 2001).

La forma crénica de la forunculosis suele ocurrir en peces adultos refractarios a la
enfermedad o entre especies que tienen una mayor resistencia innata a la infeccion. Puede haber
una o mds lesiones similares a fortinculos en la dermis y las ulceras pueden extenderse
profundamente en la musculatura (Cipriano & Bullock, 2001). El desarrollo de la lesion
caracteristica conocida como “forunculo" no es un hallazgo constante, pero estd mas a menudo
asociado con infecciones cronicas. Cuando estas lesiones estan presentes, consisten en exudado
de fluido tisular, tejido necrotico con posible contenido de macrofagos. Por lo tanto, la lesion de
forunculosis difiere del verdadero fortinculo asociado con vertebrados homeotérmicos. La
degeneracion de las miofibrillas, la fragmentacion de las fibras musculares y la hemorragia de
todo el tejido muscular son evidentes dentro de la lesion de hinchazon y conducen a una necrosis
colicuativa de la musculatura en las lesiones mas graves. 4. salmonicida se propaga por el sistema
(endodgena) y se encuentra en la dermis, hipodermis y/o musculatura, lo que provoca la muerte
del tejido como resultado de la liberacion de enzimas y toxinas bacterianas. (Coscelli, Bermudez,
Sancho Silva, et al., 2014). Pueden desarrollarse émbolos bacterianos en las laminas branquiales,
lo que causa una proliferacion adicional de células epiteliales branquiales y una fusion

subsiguiente de las ldminas branquiales que afecta la circulacion. (Cipriano & Bullock, 2001).

Ademas de las lesiones tipo “forunculo”, en peces no salmonidos como el rodaballo, 4.
salmonicida en su forma cronica produce lesiones cutaneas (nddulos) que consisten en areas de
dermatitis granulomatosa cronica, las cuales a menudo involucran a los tubérculos dérmicos. Los
infiltrados inflamatorios ocurren en la dermis, directamente debajo de los tubérculos dérmicos,
afectando el estrato compacto e infiltrando el estrato laxo alrededor de los tubérculos (Austin &

Austin, 2016; Coscelli, Bermtdez, Sancho Silva, et al., 2014).
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Las lesiones ulcerativas en los peces pueden ser una puerta de entrada para bacterias oportunistas.
La capacidad de detectar y luego cultivar a partir de las primeras lesiones invisibles mejora
definitivamente la capacidad para identificar patdgenos importantes y, por lo tanto, ayuda en el

diagnostico de enfermedades bacterianas (Thomas et al., 2013).

Diagndstico

Para el diagndstico de la forunculosis en poblaciones animales, es esencial abordar el
problema desde una perspectiva poblacional. Como sefiala Coscelli (2014), la anamnesis, que
incluye una historia clinica completa y detallada, asi como las caracteristicas epidemioldgicas de
la enfermedad y los hallazgos patoldgicos, es fundamental. El diagndstico presuntivo de
infecciones atipicas por A. salmonicida en salmoénidos o no salmonidos es mas dificil que el
diagndstico de forunculosis tipica porque los signos clinicos varian y las lesiones dérmicas a

menudo estan contaminadas con hongos y bacterias oportunistas (Cipriano & Bullock, 2001).

El aislamiento del patdgeno es el diagnéstico definitivo, para ello se recomienda tomar
muestras de las lesiones cutaneas y de 6rganos internos como el higado, el rifion y el bazo, de
animales que son sacrificados por eutanasia 0 muertos recientemente para evitar la contaminacion
con otras bacterias. El aislamiento de la bacteria puede realizarse en medios generales
suplementados con NaCl, como el Agar de Soja Tripticaseina (TSA), y en medios enriquecidos
como el agar sangre. Sin embargo, A. salmonicida es un microorganismo dificil de cultivar ya
gue no existen medios selectivos o enriquecidos que favorezcan su crecimiento cuando no hay
microorganismos suficientes para crear colonias (Austin & Austin, 2016; Bruno 2015; Cipriano
& Bullock, 2001).

Ademas de los métodos de cultivo, las pruebas inmunoldgicas basadas en reacciones
antigeno-anticuerpo son ampliamente utilizadas para la deteccion de antigenos bacterianos en los
tejidos. Estas pruebas incluyen ensayos de aglutinacion y métodos inmunoenzimaticos como
ELISA, DotBlot, Western Blot e inmunohistoquimica (IHQ) (figura 4). Se han desarrollado
técnicas moleculares basadas en la hibridacion de acidos nucleicos y la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para superar los problemas de sensibilidad y especificidad de estos métodos.
Debido a su mayor sensibilidad y especificidad, la PCR convencional y la PCR en tiempo real
(gPCR) son las técnicas mas utilizadas (Austin & Austin, 2016; Coscelli, Bermudez, Losada,
etal., 2014). Ademas de la deteccion del ADN bacteriano, la gPCR nos puede ayudar a determinar
lavirulencia, el estudio realizado por Rivera et al., (2015) establece una metodologia efectiva para
la cuantificacion de la expresion génica de virulencia en Ass utilizando gPCR, desarrollando
métodos que contribuiran a una mejor comprension de los mecanismos de virulencia de Ass,

ayudando en la prevencion de epizootias causadas por este patdgeno.
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Substrate Substrate

Reaccion colorimétrica
Anticuerpo secundario

/k\ /k\ Anticuerpo primario

Antigeno

Aeromonas salmonicida

Figura 4: Esquema de la inmunohistoquimica. Creado con: Biorender.com

Trasmisioén

Los peces juegan un papel importante en la transmision de A. salmonicida entre ellos,
pueden actuar como fuente de infeccion de dos maneras: aquellos que han muerto o estan
enfermos altamente contaminados con el patdgeno, pueden liberar la bacteria. Se encontrd que A.
salmonicida permanece viable en tejido muscular de peces durante 32 dias y durante 40 dias en
el agua del tanque donde se mantenian los peces muertos, proporcionando una posible fuente de
infeccion para peces saludables. Otro estudio mostré que A. salmonicida permanecia viable en
tejidos y érganos internos (corazon, higado, bazo y rifién) 49 dias a -10°C (Austin & Austin, 2016;
Cipriano & Bullock, 2001).

El segundo mecanismo por el cual los peces pueden ser una fuente de infeccion es
convirtiéndose en portadores de A. salmonicida. Debido a la evidente importancia que tienen los
peces portadores en el contagio de la forunculosis, siendo un reservorio para ella, es esencial que
los métodos utilizados para detectar su presencia sean efectivos. El estrés, altas temperaturas e
inyecciones con corticoesteroides reactivan la enfermedad en los peces. Otro aspecto
problemaético de los portadores es que la terapia con antibi6ticos para controlar los brotes no
necesariamente elimina por completo la bacteria de los tejidos de los peces (Austin & Austin,
2016; Cipriano & Bullock, 2001).
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Otro aspecto importante de la transmisién es la diseminacion dentro del hospedador. Se
cree que A. salmonicida entra a través de erosiones en piel, boca, branquias y ano, y se distribuye
por el organismo hemat6genamente (Austin & Austin, 2016). En el estudio realizados por
Coscelli, Bermudez, Sancho Silva, et al., (2014) se llega a la conclusion de que la falta de nédulos
en el lado ciego descartaria la entrada de las bacterias favorecida por el efecto traumatico de la

superficie del fondo y que la llegada de la bacteria a los nédulos ha de ser via hematdgena.

Prevencion

La vacunacion es uno de los métodos mas efectivos de control de enfermedades, ya que
ayuda a reducir significativamente los brotes y el uso de antibidticos en la acuicultura. La
vacunacion se aplica ampliamente en la industria acuicola debido a su bajo costo (Zhou et al.,
2023). La mayoria de las vacunas disponibles comercialmente estan especificamente formuladas
para salmoénidos, sin embargo, el incremento en el nimero y volumen de produccion de especies
no-salmoénidas en acuicultura, como por ejemplo el rodaballo, plantea la necesidad de avanzar en

el desarrollo de nuevas vacunas (Coscelli et al., 2015).

La vacuna autogena de antigenos especificos aislados en rodaballo es importante para la
estimulacion del sistema inmunoldgico de esta especie. Los ensayos de vacunacion en laboratorio
muestran claramente que la administracion por inyeccion es efectiva en la proteccion del
rodaballo contra Ass con niveles significativamente altos, y muy bajos o casi ausentes por
inmersion. Se sabe que diversos adyuvantes se utilizan frecuentemente en las vacunas para peces
para aumentar su efecto protector. Las vacunas con adyuvantes oleosos muestran una mejor
eficacia en términos de efectos protectores en comparacion con las vacunas acuosas, pero
producen celomitis crénica y adherencias fibrosas entre los 6rganos de la cavidad celomica. En
conclusion, las vacunas y los procedimientos de vacunacion deben adaptarse a la especie de pez
y a las condiciones especificas de cada sistema de produccion (Bjornsdottir et al., 2005; Coscelli
et al., 2015; Santos et al., 2005; Xiu et al., 2024).

El desarrollo de cepas resilientes a través de la cria selectiva es una medida cada vez mas
aplicada para controlar las enfermedades en las piscifactorias. La resistencia frente a
enfermedades especificas que afectan a las especies acuicolas ha mostrado heredabilidades
significativas, lo que sugiere su potencial para la mejora genética. A pesar de la naturaleza
compleja de este proceso, los avances en tecnologias gendmicas han permitido desentrafar la
variacion genética subyacente a estos rasgos, y se han identificado loci de rasgos cuantitativos
que explican una proporcion significativa de la varianza fenotipica para su aplicacion en
programas de cria. Ademas, en ocasiones ha sido posible desentraiiar los diferentes componentes
de la resiliencia evaluando la resistencia a ser infectado y la tolerancia para sobrevivir una vez

infectado (Aramburu et al., 2023).
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Tratamiento

Actualmente, el tratamiento contra A. salmonicida se enfoca en el uso de antibiéticos con
el objetivo de disminuir la morbilidad y mortalidad en las poblaciones afectadas. Esto ayuda a
limitar la liberacion del patégeno en el medio ambiente y previene nuevas infecciones dentro de
la poblacion. Los antibidticos utilizados en rodaballos incluyen ampicilina, amoxicilina,
gentamicina, trimetoprim, ofloxacina, eritromicina, estreptomicina, cefalotina, sulfadiazina,
oxitetraciclina, &cido nalidixico y sulfamerazina (Hegde et al., 2023).

El uso indiscriminado de antibidticos provoca la apariciéon de resistencia en las
poblaciones bacterianas que requiere el desarrollo de tratamientos alternativos. La terapia con
fagos puede reemplazar o complementar la terapia con antibioticos en la acuicultura. Los estudios
publicados sobre el tratamiento con fagos de infecciones por Aeromonas en peces se basaron en
bacteriofagos que atacan a 4. hydrophila y A. salmonicida subsp. salmonicida. Sin embargo, los
patogenos acuaticos son diversos y a menudo incluyen una mezcla de especies de Aeromonas.
Por lo tanto, es esencial ampliar la busqueda de nuevos fagos especificos para bacterias del género

Aeromonas (Morozova et al., 2023).

Entre estos métodos alternativos, se ha demostrado que los probidticos desempefian un
papel importante en la acuicultura y han sido ampliamente utilizados en medicina humana y
veterinaria. Principalmente consisten en bacterias lacticas del género Lactobacillus spp. El modo
de accidn general de los probioticos implica que una bacteria benigna coloniza el intestino y evita
que las bacterias dafiinas hagan lo mismo. Los organismos patdgenos son obstaculizados por
compuestos inhibidores especificos producidos por los organismos probidticos. Proporcionan
beneficios a los huéspedes, como mejorar el crecimiento del huésped, reducir la incidencia de
enfermedades, y requerir menos quimioterapia. Ademas, pueden ser usados en diversos entornos
acudticos: agua dulce, agua salobre y agua de mar. Generalmente, son suplementos alimenticios
microbianos vivos y/o muertos o aditivos en agua en forma de cepas unicas, multiples o en
combinacion con prebidticos u otros inmunoestimulantes, que se administran para mejorar la
calidad del agua de cria, mejorar las respuestas fisiologicas e inmunitarias de los animales
acudticos, y reducir el uso de productos quimicos y antibidticos en la acuicultura (Hai, 2015;

Hegde et al., 2023).
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Objetivos

El objetivo principal de este estudio es contribuir con la caracterizacion de la enfermedad
causada por Ass en rodaballo, con el proposito de proporcionar una descripcion mas exhaustiva

del cuadro clinico y morfopatoldgico en infecciones naturales.
Se exponen a continuacion los objetivos especificos en los que se basa este trabajo:

e Caracterizacion morfopatologica de un brote producido por Ass en una granja de
rodaballos.
e Descripcion detallada de la distribucion de los antigenos bacterianos en 6rganos diana

mediane técnicas inmunohistoquimicas.
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Material y métodos

Toma de muestras e inspeccion

Los rodaballos que se emplearon en este estudio procedieron de una piscifactoria marina
de instalacion fija distribuida en tanques de 81 m? situada en Galicia. La toma de muestras se
llevo a cabo entre los meses de febrero y marzo. De los tanques diagnosticado mediante qPCR de
aeromoniasis se escogieron los 16 con mayor indice de mortalidad. De cada tanque se selecciond
un pez que presentaba lesiones cutaneas compatibles con forunculosis cronica, y nado erratico o

exoftalmia que son signos de la forma aguda.

Los peces se eutanasiaron mediante una sobredosis de metanosulfonato de tricaina (MS-
222) y posterior seccion de la médula espinal. Cada pez se pesod en una bascula de precision. A la
inspeccion externa de los peces se observo con detenimiento, se fotografiaron cara ocular, visceral

y cualquier alteracion cutanea.

A continuacion, se realizd la necropsia completa (figura 5 y 6) cogiendo muestras de todos los

organos que se fijaron en formol tamponado al 10% durante un minimo de 48h.

Figura 5: técnica de necropsia empleada: A, examen cara ocular. B, examen cara ciega.
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Figura 6: continuacion de la técnica de necropsia:
A, toma de muestras de branquia., B incision para
exponer cavidad abdominal. C, cavidad celémica
expuesta, gonada (*), tubo digestivo (O),
ciegos piléricos (A), higado (’). D, toma de
muestra de lesion cutanea (flecha). E, apertura de

cavidad craneal y extraccion de encéfalo (flecha).
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Procesado de las muestras para su estudio histologico

El procesado de muestras se realiz6 de manera rutinaria en el laboratorio y consisti6 en
estos pasos:

1. Tallado: Las muestras se introdujeron en 6 cassetes de plastico por pez, cortandolas en
piezas transversales de 1 cm para conseguir una muestra representativa de cada 6rgano o

conjunto de drganos, con la distribucion resumida en la tabla 1:

Distribucion de las muestras

Organo Branquias Higado Sistema Ojos Piel Encéfalo
bazo digestivo
corazon
rifion
Tabla 1: distribucion de las muestras en cassetes para su tallado.

2. Decalcificacién: Los cassetes con branquias y piel se sometieron a un proceso de
decalcificacion. Se colocaron en un recipiente con un producto decalcificador comercial
durante 24h y luego en etanol al 70% por un minimo de tres dias.

3. Inclusion en parafina: Se llevd a cabo un proceso en un inclusor. Las muestras se

deshidrataron de forma gradual pasando por varios bafios de etanol y xileno acabando en

un bafio de parafina.

4. Formacion de bloques: Las muestras fueron orientadas para su posterior corte. El tejido

se cubrid con parafina y se dejo enfriar.
5. Corte: Los bloques de parafina se cortaron mediante un microtomo de rotacion con un
grosor de 3 um. Los cortes se colocaron sobre portaobjetos silanizados y se secaron

durante un dia en una estufa a 60°C.
Tincion
Se tifieron todas las muestras obtenidas siguiendo el protocolo que se resume en la tabla 2

olo de tincion con Hematoxilina-eosina

Desparafinado e hidratado

|
Hematoxilina (2 minutos)
Lavados con agua corriente
_ Eosina (1 minuto)
Deshidratado
_ Montaje de las muestras con DPX

Tabla 2: proceso de tincion para microscopia Optica.
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Inmunohistoquimica

El proceso de IHQ se basé en el descrito por Coscelli, BermUdez, Losada, et al. (2014),
con varias modificaciones en los pasos (tabla 3). El revelado se realiz6 con VIP Substrate Kit,
Peroxidase (HRP) (SK-4600) y el tiempo de blogueo de peroxidasa se redujo de una hora a treinta

minutos.

Protocolo general de tincion inmunohistoquimica

Desparafinar e hidratar

2 Lavar con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) de 10mM con 0,5% de
. Tween 20 (pH 7,4) (5 minutos)

Bloqueo de la peroxidasa endogena (30 minutos)
_ Lavado en PBS (3 x 5 minutos)

Incubacion con anticuerpo primario (anti-A. salmonicida
- T0096.7.1 diluido 1:30000) (2 horas)

_ Lavado en PBS (3 x 5 minutos)

Incubacion anticuerpo secundario (30 minutos)
_ Lavado en PBS (3 x 5 minutos)

_ Revelado con VIP (1 minuto)

Contraste con hematoxilina (3 inmersiones)

Tabla 3: protocolo realizado para la técnica inmunohistoquimica.

Se realizo la técnica IHQ en todos los organos diana, de acuerdo con lo descrito por
Coscelli, Bermudez, Losada, et al. (2014), incluyendo branquias, higado, bazo, rifién, corazén y
piel. Ademas, se llevaron a cabo inmunohistoquimicas en todos los 6rganos en los que se

detectaron colonias bacterianas compatibles con Ass en la tincion de H-E.

21



Impacto de A. salmonicida en la salud del rodaballo Pedro Caicoya Fernandez.

Resultados

Hallazgos macroscopicos

Todos los animales analizados en el presente estudio presentaban en la cara ocular de 1 a
20 lesiones nodulares con un tamafio de 1-10 mm (figura 7 A, B y C), coincidiendo en varias
ocasiones con los tubérculos. El area de estas lesiones se encontrd elevada y en ocasiones
ulcerada, dando lugar a que el centro presentaba un tono de color blanquecino o rojizo. Ademas,
en la capa muscular, también se detectaron lesiones similares a las de tipo “forinculo” descritas
en salmonidos (figura 7 D) que consistian en areas elevadas y fluctuantes que, al corte, rezumaban

contenido amarillento.

V.

Figura 7: Lesiones macroscopicas: A, lesiones nodulares con distribucion multifocal y bien delimitadas
en el lado ocular (flechas). Recuadro: detalle de una lesion nodular ulcerada con forma crateriforme
(flecha). B, ulcera en aleta caudal (flecha). C, tlcera cutanea rodeada de un halo blanco (flecha). D, area

hipopigmentada con consistencia fluctuante (flecha).
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Se describieron lesiones macroscopicas en diversos oOrganos. En primer lugar, se
observaron ojos protruidos de las cuencas (figura 8 A), branquias blanquecinas y con presencia
de depositos redondeados en los filamentos (figura 8 B). Otro hallazgo significativo fue la
presencia en bazo de 1 a 7 nédulos de unos 0,5 mm de diametro redondos y de color blanco
diseminados por la superficie (figura 8 C). Ademas, también se detectd distension abdominal que
a la apertura contenia un liquido transparente (figura 8 D). Asimismo, se pudo observar el rifidon

aumentado de tamafio, friable y amarillento (figura 8 E).

En la tabla 3, al final del apartado, se resumen todos os hallazgos macroscopicos

clasificandolos por individuos.

Figura 8: Lesiones macroscopicas: A, protrusion
ocular y edema periorbital. B, branquias de color
rosaceo con presencia de depodsitos (flecha).
C, nddulos de 0,5mm con distribucioén diseminada en
el bazo (flecha). D, presencia de liquido transparente
| en la cavidad abdominal. E, rindén aumentado de

tamarfio, color amarillento y consistencia friable.
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Hallazgos microscopicos

En la piel se observaron dos tipos de lesiones: nodulos y fortinculos. Las caracteristicas
histolégicas de los nodulos incluian engrosamiento de la epidermis (figura 9 A) y posterior
desprendimiento, condensacion de los melanéforos, tubérculos desprendidos (figura 9 B) y con
pérdida de su estructura conica. Los infiltrados inflamatorios se localizaban en la epidermis y
dermis, conformados principalmente por macréfagos y células gigantes. Estos hallazgos son
caracteristicos de lesiones granulomatosas. Las lesiones macroscopicas tipo ‘““foranculo”
correspondian histolégicamente con una miositis con una marcada reaccién inflamatoria
predominada por células mononucleares, acompafiada de necrosis del tejido muscular con

presencia de numerosas colonias bacterianas (figura 9 C).

Figura 9: hallazgos microscopicos en piel. A, tubérculo expuesto (%), epitelio engrosado, desprendido y

colonizado por bacterias (flecha). Recuadro: dermis con colonias bacterianas. B, tubérculo totalmente
desprendido (%) al igual que en la dermis el extracto compacto del estrato laxo. C, bacterias colonizando el

musculo provocando necrosis y una marcada inflamacion (flechas).
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Varios cambios histologicos fueron detectados en las branquias asociados a la presencia
bacteriana, se pudieron observar colonias bacterianas e inflamacion asociada a ellas en el tejido

conectivo y epitelial (figura 10 A). Hiperplasia de las laminillas secundarias (figura 10 B), ademas

de fusion de ellas (figura 10 C). Por tltimo, se hallaron colonias en los vasos sanguineos (figura

10 D)

Figura 10: Hallazgos microscopicos en
branquias. A, colonias bacterianas (flecha),
hemorragia (%). B, hiperplasia. C, fusion de
laminillas secundarias e hipertrofia. D, colonia
bacteriana en el lumen del vaso sanguineo de la

laminilla secundaria (flecha).
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El corazon es uno de los 6rganos con un alto porcentaje (64%) de presencia bacteriana.

Las bacterias colonizaban el miocardio, induciendo necrosis en los tejidos circundantes (figura
11 A).

En el rifién, las bacterias formaban colonias que se distribuian de manera multifocal
(figura 11 B) por todo el parénquima, provocando necrosis, edema, hemorragias peritubulares

(figura 11 C). En las areas necrdticas, se observaban células mononucleares y cariorrexis.

El higado se encontraba poco afectado por esta patologia (2/14), la lesion fue necrosis
alrededor de las colonias (figura 12)

Figura 11: Hallazgos microscopicos en corazon y rifion. A, corazon. colonias bacterianas en miocardio

(flecha). B, rifién, presencia de colonias bacteriana (flechas) y necrosis a su alrededor.

Figura 12: hallazgos microscopicos en higado: colonias bacterianas en el tejido (flecha) y a su alrededor

necrosis y nicleos picnoticos.
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En el bazo, se observaron colonias bacterianas, acompaiiada de necrosis e inflamacion en

la zona afectada (figura 13 A). Ademas, se identificaron granulomas (figura 13 B), asi como

depositos de material compatible con fibrina en el parénquima (figura 13 C)

Figura 13: Alteraciones microscopicas en bazo.

A, alrededor de las colonias (flecha), necrosis,
células en picnosis y reaccion inflamatoria mediada
por macrofagos. B, lesidon compatible con
granuloma.

C, deposito de material fibrinoso (flecha).

En el ojo de un pez con exoftalmia se encontr6 una colonia bacteriana en la esclerdtica
(figura 14).

Figura 14: alteraciones microscopicas en ojo: presencia de colonia

bacteriana (flecha)
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En el sistema digestivo, fue poco comun encontrar lesiones microscépicas. Solamente en
tres casos se observaron colonias bacterianas localizadas en la mucosa digestiva asociadas, en uno
de los rodaballos a una marcada reaccion inflamatoria y hemorragias (figura 15 A), ademas en

uno de los casos se encontraron colonias en la luz intestinal (figura 15 B).

Figura 15: Alteraciones microscopicas en tracto
gastrointestinal: A, colonia en estdmago.
Recuadro: detalle de las bacterias (E) asociadas
a areas hemorrégicas y reaccion inflamatoria

B, bacterias dentro de la luz intestinal (flecha).

En encéfalo no se hall6 ninguna colonia ni ninguna alteracion significativa.
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Distribucion de los antigenos de Ass

Se realiz6 un estudio de la distribucion de los antigenos de Ass en branquias, corazon,
rifidn, bazo, higado, sistema digestivo, piel y ojos en todos los peces incluidos en este estudio con

la técnica IHQ.

En la piel, el antigeno de Ass se observo en la dermis (figura 16A) de las lesiones
nodulares y en el musculo de las lesiones tipo "foranculo". En las branquias, el antigeno se
encontraba en las laminillas secundarias (figura 16 B). En el higado, bazo y rifion, los antigenos
estaban asociados a los focos de necrosis e inflamacion del parénquima (figura 16 D, E y F). En
el corazon, se detectd en el miocardio (figura 16 C). En el sistema digestivo, el antigeno se
encontro en la luz y en la mucosa (figura 16 G). La colonia bacteriana detectada en el ojo de uno

de los individuos también testo positiva para antigenos de Ass (figura 16 H).

En dos peces del estudio, a pesar de presentar lesiones compatibles con Ass, no se

detectaron antigenos ni en las lesiones ni en los 6rganos comtiinmente afectados por esta bacteria.

En la tabla 3 se resumieron todos los resultados de las inmunohistoquimicas.
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Figura 16: distribucion de antigenos de Ass: A, piel, inmunopositividad en dermis y epidermis (flechas). B,

branquia, laminillas secundarias con marcada inmunotincion (flecha). C, corazon, antigenos localizados en
el miocardio (flecha). D, rifdn, marcada tincion positiva en el parénquima, asociado a foco necrético
(flecha). E, bazo, inmunoreactividad en el parénquima (flecha). F, higado, colonia bacteriana
inmunorreactiva rodeada de tejido necrético (flecha). G, digestivo, colonias positivas en la capa muscular

(flechas). H, ojo, reaccion positiva en esclerdtica (flecha).
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LESIONES MACROSCOPICAS RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA
PECES Nodulos piel Fortnculo Ascitis Né%l:zc: = Exoftalmia Branquias Corazén Bazo Rifiéon Higado Piel ;;S::E:Z

1 &+ - + = + + + - - - + DUDOSO +

2 + - + + - + + + + + + NR NR
3 + + - - - + + + + - + NR NR
4 + + - - - + + - + - + NR NR
5 + - - - + + + + + - + + NR
6 + - - - - + + + + - + NR NR
7 + - - - - + + - + - + NR NR
8 + + - + - + + + + + + DUDOSO NR
9 + - - + - + + + + - + NR NR
10 + - - - + + - - - - + NR NR
11 + - - - - - - - - - + NR NR
12 + - - - - - - - - - + NR NR
13 + - - - - - - - - - - NR NR
14 + - - - - - - - - - - NR NR

Tabla 4: Resultados de la inmunohistoquimica y lesiones macroscopicas en cada uno de los individuos recogidos. (+) Positivo. (-) Negativo. (NR) No realizado
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Discusion

En la investigacion realizada por Coscelli, Bermudez, Sancho Silva, et al. (2014) se
describieron las lesiones en piel de rodaballos infectados naturalmente por Ass. Esos peces
mostraron nédulos cutdneos ubicados en el lado ocular del cuerpo causando en casos graves
ulceracion y desprendimiento de los tubérculos dérmicos. Histologicamente estos nddulos
correspondian con una dermatitis granulomatosa. Estas fueron las inicas lesiones encontradas en
este trabajo, poniendo asi en duda el termino forunculosis para referenciar a esta patologia. En el
presente estudio se ha observado que ademas de los nédulos también aparecen lesiones que se
asemejan a fortinculos en la musculatura como las descritas por Austin & Austin, (2016) tipicas
de salmones. Las lesiones tipo “fortinculo” y su relacion con A4ss fue corroborada con la técnica
de la inmunohistoquimica. Asi que si se discute el término de furunculosis que sea porque las
lesiones no se parecen a las encontradas en una condicion similar en animales homeotérmicos y
no por la ausencia de ellas en rodaballos. Sin embargo, como dijeron Austin & Austin (2016) “el
nombre se ha establecido en la literatura pesquera, por lo que se ha mantenido por conveniencia

y para evitar la confusion que podria resultar de un nuevo nombre”.

Hay una correlacion entre las lesiones dérmicas y la infeccion por Ass, 14 de los 16 peces
que mostraban nddulos en la piel del estudio fueron positivos a Ass en la prueba IHQ. Estos datos
resultan utiles en el control de la enfermedad pudiendo asi identificar externamente a portadores

y eliminadores de la bacteria sin necesidad de pruebas laboratoriales.

El estudio realizado por Coscelli, Bermldez, Losada, et al. (2014) describio el perfil
morfopatolégico de la infeccion experimental aguda por Ass en rodaballo. Este estudio demostrd
gue a las 96 horas post infeccion, Ass se dispersé por la superficie serosa de los 6rganos celémicos
y en el parénguima y vasos sanguineos de todos los tejidos muestreados (excepto el cerebro y el
tracto gastrointestinal). El tejido circundante a las colonias bacterianas mostré cambios
necraticos, especialmente evidentes en rifién, higado, bazo y pancreas, mientras que se detect6
necrosis leve en branquias, timo y génadas. En cambio, en este estudio, lo que se ha demostrado
es que ademas de los cambios estructurales descritos por Coscelli, Bermudez, Losada, et al.
(2014), en una infeccion natural también se ve afectado el sistema digestivo, encontrando en él
colonias bacterianas en las vellosidades y en la luz intestinal, provocando necrosis e inflamacion.
Otra diferencia con el cuadro agudo descrito por Coscelli, Bermudez, Losada, et al. (2014) seria
la presencia de noédulos de color blanco diseminados por la superficie del bazo que
histolégicamente coinciden con un granuloma. Estos nédulos no estan descritos en rodaballos,
pero si que fueron descritos por Morrison et al., (1984) en bacalao (Gadus Morhua) infectados

experimentalmente con A. salmonicida.
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Ringg et al. (2004) y Ringg et al. (2007) describen el dafio celular intestinal en el salmén
del Atlantico (Salmo salar L.) causado por Ass, demostrando claramente un destacado
desprendimiento de enterocitos en la region anterior del intestino tras la exposicion al patégeno.
En la parte posterior del intestino, observaron poco desprendimiento, pero detectaron dafio celular
que involucraba microvellosidades, desmosomas y uniones estrechas. Basandose en estos
hallazgos, sugieren que Ass puede ingresar al pez al dafiar seriamente el revestimiento intestinal.
En este estudio, estos hallazgos se ven respaldados ya que, los resultados demostraron que el
sistema digestivo se ve alterado cuando este es positivo a Ass, se pudo observar enteritis con una
reaccion inflamatoria predominada por los macréfagos y los enterocitos engrosados y
desprendidos de la lamina propia. Dado que ningln trabajo previo ha evaluado los efectos
inducidos por Ass en la histologia del tracto gastrointestinal del rodaballo, los resultados del
presente estudio sugieren que puede tener un papel en la patogenia de la enfermedad. Se deben

Ilevar a cabo estudios adicionales para aclarar esta hipotesis.

Entre los aspectos mas relevantes nuestro estudio destaca la coexistencia de dos formas
de la enfermedad en el mismo animal, peces con signos de forunculosis aguda como nado erratico,
letargia y exoftalmia que también exhiben signos cronicos como las ulceras en piel. Con la IHQ
comprobamos la existencia de antigenos en las lesiones cutaneas y en los 6rganos diana de la
infeccion aguda (branquia, bazo, corazon bazo e higado). Estos datos nos permiten hipotetizar
sobre la reagudizacion de la forma crdonica. Serian necesarios mas estudios sobre vias de entrada,
diseminacion y transmision de la enfermedad. No hay ningin precedente bibliografico sobre la

reagudizacion de A4ss en peces teledsteos.

En una revision multiespecie realizada por Lee Herman (1968) se apuntd a que la
disminucion de las temperaturas podria causar una regresion de la enfermedad de un estado
cronico a uno latente, con una curacion concurrente de las lesiones en otoflo e invierno. Esta
afirmacion concuerda con los datos obtenidos en este estudio, en el que se observo que 2 peces
del estudio que tenian lesiones cutdneas compatibles con forunculosis cronicas y signos clinicos
de septicemia resultaron negativos a la deteccion del antigeno bacteriano en las lesiones cutaneas
y en los drganos internos analizados. Las fechas del estudio (febrero y marzo) reafirman la teoria

de que la temperatura puede poner en un estado de latencia a la bacteria.
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Conclusiones

1. Lainfeccion por 4ss tiene un impacto severo en la salud del rodaballo, causando lesiones
significativas que pueden ser identificadas tanto a nivel macroscopico como
microscopico. Un brote en una granja se podria identificar por tener animales con
exoftalmia, nado erratico y lesiones cutdneas.

2. Ademas de afectar a los drganos descritos en la bibliografia, Ass también coloniza el
tracto digestivo y el ojo.

3. La inmunohistoquimica es una herramienta til para detectar la presencia y distribucion
de la bacteria en los tejidos infectados. Los organos diana son piel, branquias y corazon,

y en menor medida higado, bazo, rifidn, sistema digestivo y o0jos.
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