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Introduccién

En términos de produccion, la Dorada (Sparus aurata) constituye la especie piscicola
marina mas cultivada en Espafa y Portugal, y una de las mas importantes en toda la
costa del Mediterraneo. Su cultivo es uno de los que mayor crecimiento ha
experimentado en los dltimos afios, estimandose la produccion anual de Dorada en
Espafa en unas 12 000 Tm en 2002 (JACUMAR).

Como en toda explotacion animal sometida a cria intensiva, los cultivos de Dorada
sufren distintas patologias que ocasionan pérdidas econdémicas al sector productivo. El
conocimiento de estas patologias (su etiologia, factores de riesgo, periodo de
apariciéon, etc.) es fundamental a la hora de aplicar posibles tratamientos v,
fundamentalmente, para establecer las medidas adecuadas para su prevencion.

Una de las patologias que mas afectan a la Dorada durante la época invernal, y que
mas preocupan a los piscicultores, es la denominada “Enfermedad o Sindrome de
Invierno”. Este proceso aparece durante los meses de mayor frio, causando
mortalidades en las explotaciones de hasta el 30% de los animales (Doménech vy cols,
1997). La temperatura juega un papel fundamental en la enfermedad, sobre todo en
relacion con el descenso brusco de la temperatura que se produce en el agua entre los
meses del otofio, donde puede oscilar entre los 17 y 20°C, y el invierno en el que se
pueden registrar entre los 7 y los 12°C de media. Sin embargo, el descenso de la
temperatura del agua no es el Unico factor predisponente para la enfermedad; existen
otros factores ambientales y fisiol6gicos que resultan igualmente determinantes en el
desarrollo de la misma: las variaciones en la salinidad del agua, el estado
inmunoldgico del animal y las condiciones de estrés asociado al cultivo intensivo
(Cinquina y cols, 1998; Tort y cols, 1998; Sarusic y Bavcevic, 2000). No es extrafio
gue en estas condiciones, las Doradas sean mas susceptibles a las infecciones por
microorganismos (Reno, 1998). En este sentido, se ha comprobado que existe una
clara relacion entre la Enfermedad de Invierno de la Dorada y la infeccién en estos
animales por Pseudomonas anguilliseptica (Doménech y cols, 1997 y 1999).

La Enfermedad de Invierno, en resumen, constituye una patologia de naturaleza
multifactorial, en cuyo desarrollo intervienen como factores determinantes el descenso
de la temperatura y, desde el punto de vista microbiolégico, la infeccion por P.
anguilliseptica.
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Sintomatologia

El signo que hace sospechar la aparicion de un brote de Enfermedad de Invierno es el
aumento brusco de la mortalidad en la explotacion, coincidiendo con un descenso
brusco de la temperatura. Los porcentajes de mortalidad observados oscilan entre el
10 y el 15%, aunque en algunas explotaciones alcanza porcentajes de hasta el 30%
de los animales (Doimi, 1996; Doménech y cols, 1997).

La sintomatologia de las Doradas afectadas por el Sindrome de Invierno es, en
principio, poco especifica: los animales afectados son tanto jévenes como adultos, y
presentan una natacién lenta y erratica, disponiéndose ladeados sobre un costado
cerca de la superficie y en estado semiletargico. Al cabo de uno o dos dias, los
animales enfermos caen al fondo del tanque o jaula.

Externamente, el sintoma mas evidente es la distensién abdominal producida por la
acumulacién de abundante liquido ascitico (Figura 1) (Bovo y cols, 1995; Berthe y
cols, 1995; Doimi, 1996; Doménech y cols, 1999). También se han observado en
ocasiones otras alteraciones como queratitis, petequias y Ulceras en la piel, y
enrojecimiento de la boca y base de las aletas (Bovo y cols, 1995; Berthe y cols, 1995;
Doimi, 1996).

Figura 1. Sintomatologia de la Enfermedad de Invierno: abdomen distendido por
la acumulacion de liquido ascitico, y afectacion de los 6rganos abdominales.

Al hacer la necropsia de los peces se observa la presencia de abundante liquido
ascitico. Ademas, se ven afectados los 6rganos abdominales, pues el proceso cursa
con infeccion septicémica: el higado aparece palido y aumentado de tamafio,
pudiendo observarse en él ocasionalmente petequias, al igual que en el bazo. El rifidn
se ve aumentado de tamafo, y se pueden apreciar hemorragias petequiales en rifién y
en peritoneo. La lesidn mas caracteristica del proceso es el intestino hemorragico, con
un exudado fibrinoso y amarillento en su interior (Figura 2) (Doimi, 1996; Tort, y cols,
1998; Doménech y cols, 1999).
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Figura 2. Sintomatologia de la Enfermedad de Invierno: abdomen distendido por
la acumulacion de liquido ascitico, y afectacion de los érganos abdominales.
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Histolégicamente, durante el curso de la enfermedad se produce una pancreatitis
difusa, de subaguda a crénica, con atrofia de la estructura pancreatica. En el intestino
se aprecia una evidente enteritis descamativa, con infiltracion de células granulares
eosindfilas y linfocitos; en algunos casos se aprecian lesiones necroticas en la zona
apical de los pliegues intestinales (Tort y cols, 1998; Berton). En alguna ocasion se ha
observado también, encefalitis en los animales afectados (Padrés y Crespo, 2002).

Etiologia

Aungue siempre se han considerado fundamentales los condicionantes de tipo
ambiental y fisiol6gico para la aparicion de la enfermedad, desde el punto de vista
microbiolégico ha existido una cierta confusion respecto a los posibles
microorganismos asociados a este sindrome: al darse una serie de circunstancias que
provocan inmunodepresion en los animales, éstos son mas susceptibles a una
infeccion por las bacterias presentes en el ambiente, pudiendo comportarse éstas
como patdgenos oportunistas. Varias han sido las especies microbianas que se han
asociado a la Enfermedad de Invierno, como Aeromonas hydrophila, Photobacterium
damselae, asi como distintos tipos de virus (Bovo y cols, 1995; Cinquina y cols, 1998).
No obstante, los estudios realizados durante los ultimos afios a este respecto,
muestran que existe una clara asociacién entre la aparicion de la Enfermedad de
Invierno de la Dorada y la infeccion en estos animales por P. anguilliseptica
(Doménech y cols, 1997 y 1999; Zarza y Fonlut, 2002; Hernandez y cols, 2002).

P. anguilliseptica ha sido identificada como el agente etiolégico de la Enfermedad del
Punto Rojo, un proceso caracterizado por la aparicion de hemorragias petequiales en
la piel (Figura 3). Esta enfermedad se describié por primera vez en las Anguilas
japonesas en 1972 (Wakabayashi y Egusa, 1972). En 1981 la Enfermedad del Punto
Rojo se describe en la Anguila europea en Escocia (Nakai y Muroga, 1982) y desde
entonces se ha extendido por toda Europa y a otras especies como el Salmén del
Atlantico y otros salménidos (Wiklund y Bylund, 1990), la Lubina y la Dorada (Berthe y
cols, 1995) y la Perca cultivada (Al-Marzouk, 1999).
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Figura 3. Enfermedad del Punto Rojo en Anguila: tipicas petequias en la piel.

P. anguilliseptica es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo largo y estrecho,
qgue forma colonias blanquecinas o blanco-grisaceas, planas y brillantes en medios de
cultivo Agar Triptosa-Soja (TSA) y Columbia-sangre. Aunque la bacteria es capaz de
crecer entre los 5°C y los 29°C, uno de los factores mas criticos en el desarrollo de las
enfermedades producidas por P. anguilliseptica es la temperatura del agua. Esta
dependencia entre el desarrollo de la enfermedad y la temperatura responde a la
influencia de ésta sobre las caracteristicas fisiolégicas de la bacteria, que tiene una
temperatura 6ptima de crecimiento en el rango de 15 a 20°C. Asi, por ejemplo, la
motilidad de P. anguilliseptica disminuye a medida que aumenta la temperatura
(Muroga y cols, 1977; Berthe y cols, 1995). Otro de los factores ambientales que mas
influyen en el crecimiento y viabilidad de P. anguilliseptica es la salinidad. La bacteria
presenta un crecimiento 6ptimo a una concentracion de sal comprendida entre el 0,5y
el 1% pero puede crecer a concentraciones de sal entre 0-4% (Stewart y cols, 1983),
lo que incluye tanto ambientes marinos como salobres.

Como se ha descrito anteriormente, P. anguilliseptica es una bacteria capaz de infectar
y causar enfermedad en distintas especies de peces, principalmente en ambientes
marinos. Los estudios realizados muestran la homogeneidad fenotipica y genética de
P. anguilliseptica aislada a partir de diferentes especies de peces (Berthe y cols,
1995); sin embargo, la patogenicidad de esta bacteria varia para las diferentes
especies a las que afecta (Lonnstrém y cols, 1994). En este sentido, los estudios
serolégicos realizados con esta bacteria, muestran la presencia de distintos serotipos
de P. anguilliseptica en funcion de la especie afectada (Nakai y cols, 1981; Wiklund y
Bylund, 1990; L6pez-Romalde y cols, 2003).

Diagnostico de la Enfermedad de Invierno

Normalmente la Enfermedad de Invierno de la Dorada se diagnostica facilmente por la
sintomatologia mostrada por los animales durante la época de riesgo (desde el otofio
a la primavera). Sin embargo, la implicacién de P. anguilliseptica en esta enfermedad
ha resultado muy controvertida debido, en parte, a la dificultad del aislamiento e
identificacion de esta bacteria. P. anguilliseptica es una bacteria de crecimiento lento,
necesitdndose al menos cinco dias para su aislamiento en medios de cultivo a partir de
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muestras clinicas. Ademas, a nivel bioquimico, el comportamiento inerte de la bacteria
dificulta su identificacion, y esta circunstancia unida al hecho de que P. anguilliseptica
no esta incluida en ninguna base de datos de sistemas comerciales de identificacion
bioquimica ha hecho que, en muchos casos de Enfermedad de Invierno, el agente
etiolégico de la enfermedad no se haya podido identificar correctamente (Doimi y cols,
1996) o, como se ha mencionado anteriormente, se haya atribuido a otros patégenos
oportunistas de crecimiento mas rapido presentes en las muestras.

Las caracteristicas morfoldgicas de la bacteria, y la reacciéon positiva a la prueba de la
oxidasa, pueden resultar indicativas de P. anguilliseptica cuya identificacion a nivel
bioquimico se puede realizar utilizando las galerias comerciales APl 20E y APl ZYM
(bioMérieux) conjuntamente, contrastando los resultados obtenidos con los descritos
para esta bacteria (Doménech y cols, 1997). No obstante, el crecimiento lento de esta
bacteria hace que sean necesarios al menos diez dias para su aislamiento e
identificacion completa a partir de las muestras clinicas. La lentitud del crecimiento
bacteriano, que retrasa considerablemente el diagnostico, hace necesaria la aplicacion
de métodos de diagnéstico alternativos, como los basados en la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), que posibiliten la deteccion rapida y fiable del agente causal
de la enfermedad (Gibello y cols, 2001).

En nuestro laboratorio hemos desarrollado un ensayo basado en la reaccion de PCR

especifica para P. anguilliseptica que acelera significativamente la identificacion de
esta bacteria y su deteccidon en muestras clinicas facilitando, por tanto, el diagnoéstico
de los procesos en los que esta bacteria estd implicada (Blanco y cols, 2002). El
sistema de PCR se ha disefiado para la amplificacion de un fragmento de 439 pares de
bases del ADN que codifica el ARN 16S de la bacteria, utilizando dos oligonucleétidos o
iniciadores de las zonas no conservadas del gen en P. anguilliseptica, y que no se
encuentran en otras bacterias filogenéticamente relacionadas, incluidas distintas
especies de Pseudomonas (Figura 4). Este sistema de PCR permite la deteccion de
200 bacterias por reaccion de PCR y de 3,4x10* bacterias/g de tejido en 8 horas, a
partir de la necropsia de los animales enfermos (Blanco y cols, 2002).

Figura 4. Especificidad de la técnica de PCR: sélo las cepas de P. anguilliseptica mostraron
reaccion positiva.

Epidemiologia

A pesar de la importancia clinica y comercial de las infecciones causadas por
P. anguilliseptica, no se han realizado apenas trabajos encaminados a estudiar las
relaciones epidemioldgicas entre los aislados de esta bacteria a partir de diferentes
brotes, asi como la fuente de infeccion y la forma de transmision de este
microorganismo.
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Los pocos estudios realizados en este sentido se han centrado principalmente en la
caracterizaciébn por métodos bioquimicos y serologicos de los aislados de P.
anguilliseptica a partir de diferentes especies piscicolas (Michel y cols, 1992; Wiklund y
Lonstrém, 1994; Berthe y cols, 1995).

Sin embargo, no se habia abordado anteriormente un estudio encaminado a
establecer las posibles relaciones epidemiol6gicas entre los aislados de P.
anguilliseptica implicados en los brotes de Enfermedad del Invierno en Dorada. Por
este motivo, en nuestro laboratorio hemos realizado un estudio epidemioldgico
mediante la técnica de Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE), en el que se han
incluido un buen numero de aislados de P. anguilliseptica obtenidos a partir del
analisis microbioldgico en Doradas afectadas de la Enfermedad del Invierno en Espafia
y Portugal en un periodo comprendido entre los afios 1996 y 2001 (Figura 5) (Blanco y
cols, 2002).

Figura 5. Brotes de la enfermedad de invierno incluidos en el estudio epidemiolégico
mediante la técnica molecular de PFGE.

De los resultados del estudio realizado se han obtenido unas conclusiones
significativas desde el punto de vista epidemioldgico de la enfermedad: se obtuvieron
cuatro perfiles genéticos distintos, que, ademas, mostraron una fuerte correlacion con
los perfiles bioquimicos obtenidos (Figura 6).

La gran mayoria de los aislados (78,8%) pertenecia a dos grupos genéticos (53,8 y
25% respectivamente), correspondientes a los brotes acaecidos principalmente en las
regiones de Catalufia y Levante a lo largo de todo el periodo de tiempo estudiado
(1996-2001). Otro grupo, relativamente alejado de los anteriores, correspondia a los
aislados de los brotes ocurridos en Espafia (Andalucia y Catalufia) y en Portugal en el
afio 1996; y un cuarto grupo incluia los nuevos aislados responsables de algunos de
los brotes detectados en Catalufia en el afio 2001.
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Figura 6. Dendograma.
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Uno de los resultados més interesantes del estudio es el de haber obtenido aislados
pertenecientes al mismo grupo genético a partir de brotes ocurridos en las mismas
explotaciones en afos sucesivos. Esto podria indicar, bien la presencia de animales
portadores de P. anguilliseptica en la piscifactoria, o bien la alta supervivencia de esta
bacteria en la explotacion (en el agua, materiales, etc.). El estado de portador de los
peces podria explicar la aparicion de un mismo brote en zonas distantes de Espafia y
Portugal en un solo afio, por el comercio de animales entre las diferentes
piscifactorias. Otra de las observaciones a tener en cuenta es el hecho de que la
mayor parte de los aislados responsables de los brotes estudiados pertenezcan
Unicamente a dos grupos genéticos, sugiriendo que quizas éstos podrian presentar
mayor potencial patégeno para la Dorada.

Ademas, su distribucion en diferentes areas geogréficas, y su aislamiento el mismo
afio de diferentes piscifactorias muy alejadas geograficamente, sugiere que P.
anguilliseptica es una bacteria ampliamente diseminada, que habria surgido como un
patdégeno para la Dorada con el desarrollo de su explotacién intensiva, unido a las
condiciones ambientales desfavorables para la fisiologia de la Dorada.

Prevencion y tratamiento

Al tratarse de un sindrome de naturaleza multifactorial, la mejor prevencién consiste
en reducir lo méas posible todos los factores de riesgo implicados en el proceso
mediante manejo adecuado, dieta e inmunoprofilaxis. La vigilancia continua del estado
higiénico-sanitario de los estanques y el mantenimiento de bajas densidades de peces
en los mismos, constituyen las practicas de manejo dirigidas a reducir el estrés. Otro
de los factores de riesgo es el estado nutritivo de la Dorada y, en este sentido, se ha
estudiado el efecto de la aplicacion de una dieta especial durante el otofio y el
invierno: se trata de la administracion de un pienso altamente digestible, al que se
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incorporan &cidos grasos poliinsaturados, del tipo omega-3 y ademas, vitaminas,
selenio organico e inmunoestimulantes para potenciar el sistema inmunolégico del pez
(Sarusic y Bavcevic, 2000; Coutteau y cols, 2001; Zarza y Fonlut, 2002). Ademas,
estudios recientes de vacunaciébn han mostrado la reduccion significativa de la
mortalidad en los animales no estresados y alimentados con la dieta adecuada, a los
que se aplicé una autovacuna inactivada frente a P. anguilliseptica (Zarza y Fonlut,
2002).

Una vez desencadenada la enfermedad, el tratamiento con antibiéticos suele ser eficaz
en el control y erradicacion de los brotes, pero es normal que, tras finalizar el
tratamiento, si el resto de los factores de riesgo persisten, se vuelvan a producir
nuevos focos de la enfermedad. Aunque en general P. anguilliseptica resulta
susceptible a cualquiera de los antibiéticos normalmente utilizados en acuicultura, los
estudios realizados en nuestro laboratorio demuestran que la utilizacion de acido
oxolinico y de la oxitetraciclina, resultan eficaces tanto in vivo como in vitro, no
habiéndose encontrado, hasta la fecha, bacterias resistentes a cualquiera de estos dos
antimicrobianos.

Conclusiones

Los estudios realizados en los ultimos afios sobre la Enfermedad de Invierno de la
Dorada ponen de manifiesto la implicacion de P. anguilliseptica como agente etiol6gico
de este proceso.

La técnica de PCR ha demostrado ser una técnica especifica y sensible, que facilita y
agiliza notablemente la deteccion de P. anguilliseptica en el diagndéstico de la
Enfermedad de Invierno.

Los estudios realizados mediante la técnica molecular de PFGE muestran las relaciones
epidemiolégicas entre los aislados de P. anguilliseptica en distintos brotes del
sindrome. No obstante, estos estudios sugieren la necesidad ahondar en el
conocimiento de las interrelaciones de este patégeno con los distintos factores que
influyen en la aparicion de la Enfermedad de Invierno en la Dorada, con el fin de
facilitar el establecimiento las medidas dirigidas a su tratamiento v,
fundamentalmente, a su prevencion.
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