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Resumen

Lactococcus garvieae y L. petauri son los agentes etiologicos de la lactococosis, una importante enfermedad de los peces de
distribucion mundial tanto de agua dulce como salada. En nuestro entorno, tradicionalmente se ha detectado en producciones de
trucha arcoiris. El pasado verano se detectd en una granja de lubinas en Italia y, desde entonces, se ha diagnosticado en mas paises
mediterraneos. En este estudio, se ha valorado la variabilidad genética y fenotipica de aislamientos de ambas especies de
Lactococcus obtenidos de brotes en granjas continentales y marinas mediante la técnica MLST y su resistencia antimicrobiana.
Genéticamente, se han confirmado brotes de L. garvieae en lubina y at(in rojo atlantico, perteneciendo las cepas de ambas especies
hospedadoras a dos complejos clonales (CC) diferentes. Se destaca que las cepas de L. garvieae de lubina pertenecieron a la misma
secuencia tipo (ST) que aquellas descritas en un brote del mismo afio de Italia y anteriormente en Japén. Sobre los aislamientos de
atun, se ha comprobado que pertenecieron a un ST de nueva descripcion. Por otro lado, segun el alcance de la técnica empleada, los
brotes causados de L. petauri en trucha arcoiris bajo estudio presentaron homologia genética. Al analizar la sensibilidad antibidtica,
se comproh6é como las cepas de ambas especies presentaban resistencias antimicrobianas. Las cepas de L. garvieae presentaron una
CMI90 considerada como sensible para amoxicilina, oxitetraciclina y florfenicol, mientras que en los resultados de L. petauri solo
ocurrié con amoxicilina. Se considera necesario ampliar el tamafio muestral para confirmar los resultados obtenidos.

Introduccién

La lactococosis es una importante enfermedad septicémica y zoonética de peces marinos y continentales
de distribucién mundial. En Europa, afecta gravemente explotaciones continentales de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y, recientemente, se ha detectado en una granja italiana de lubina (Dicentrarchus
labrax), caracterizandola como una patologia emergente en el mar Mediterraneo. Inicialmente,
Lactococcus garvieae fue considerada como Unico agente causal aunque en analisis retrospectivos se
comprobd que la mayoria de casos de lactococosis continentales fueron realmente causados por L.
petauri. Ambas bacterias pueden ser resistentes a antibiéticos de gran importancia en acuicultura, por lo
que es necesario su estudio previo al tratamiento de brotes. Para un éptimo diagndstico se han
desarrollado técnicas moleculares mediante gPCR. Ademas, la caracterizacién genética mediante MLST
ha sido implementada en otros paises para el estudio de la estructura poblacional.

Material y métodos

Para el estudio genético se seleccionaron 17 cepas de Lactococcus sp. aisladas de casos clinicos de
granjas acuicolas de paises mediterraneos entre los afios 2021 y 2024. Las especies hospedadoras marinas
fueron: lubina (Dicentrarchus labrax) (n=7) y atdn rojo del Atlantico (Thunnus thynnus) (n=2). Por otro
lado, los aislados de acuicultura continental fueron en su totalidad procedentes de trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (n=4). Por Gltimo, 4 cepas se clasificaron como de origen desconocido.

La identificacion especifica se realiz6 mediante analisis PCR en tiempo real (qPCR) utilizando los kits
comerciales de la serie EXOone (Exopol, Espafia) especificos de L. garvieae y L. petauri, verificando los
resultados mediante secuenciaciéon Sanger siguiendo un método descrito (Stoppani et al., 2023). La
caracterizacioén genética mediante MLST siguié el protocolo descrito por Ferrario etal. 2013. Las
secuencias de las partes conservadas de 7 genes constitucionales (als, atpA, tuf, gapC, gyrB, rpoC y galP)
fueron estudiadas mediante secuenciacidn Sanger y contrastadas con el repositorio “PubMLST.org” para
la determinacion de los respectivos alelos de cada uno de los loci estudiados.

En cuanto a la valoracion de sensibilidad antibidtica, se realiz6 mediante la técnica de concentracion
minima inhibitoria (CMI). Se empled el medio de cultivo Mueller Hinton suplementado con sangre lacada
de caballo al 2,5-5% v/v y se incubd en una estufa a 35°C con CO, al 5% (Smith, 2019). Los antibi6ticos
testados fueron: oxitetraciclina, florfenicol, flumequina, amoxicilina y trimetoprima-sulfametoxazol.



Resultados y discusién

Todos los aislamientos fueron identificados especificamente y se confirmé mediante secuenciacion. Los
aislamientos de origen marino resultaron L. garvieae, mientras que los de origen continental o
desconocido fueron L. petauri. Todos los aislamientos identificados como L. petauri resultaron Sequence
Type 14 (ST14), englobados en el Clonal Complex 14 (CC14). Este ST ha sido anteriormente descrito en
procesos de trucha en Espafia, Italia y Estados Unidos, asi como en Francia.

Por otro lado, las cepas de L. garvieae cuyo hospedador era lubina resultaron invariablemente ST95. Este
mismo ST habia sido previamente descrito en lubina en Italia en el afio 2023 (Salogni et al., 2024),
aunque su primera deteccion documentada fue en el afio 2021 en Japdn en una explotacion de seriola
japonesa. A su vez, los dos aislamientos marinos de L. garvieae de atin rojo Atlantico resultaron un ST
de nueva descripcion: ST139. La secuencia nuclectidica del gen als no coincidia con ninguno de los
alelos descritos hasta la fecha y se incorpord en el repositorio PubMLST (als79). Estos aislamientos se
incluyen en el CC17, el cual se habia registrado antes en especies marinas en Japén y Corea del Sur,
tilapia en Brasil e infecciones humanas en China y Espafia, confirmando su caracter zoonético. Teniendo
en cuenta el pequefio tamafio muestral y la informacion limitada asociada a los brotes, no es posible
establecer los potenciales origenes de los brotes de lactococosis marina que preocupan al sector.

En cuanto a las pruebas de sensibilidad antibiética realizadas, las cepas analizadas de L. garvieae
presentaron una CMI90 considerada como sensible para amoxicilina, oxitetraciclina y florfenicol, sin
embargo, en los resultados de L. petauri solo ocurrié con amoxicilina. En el caso de oxitetraciclina, el 92
% de las cepas de L. garvieae fueron sensibles, sin embargo, solo el 14 % de L. petauri lo fueron.
Ademas, la mayoria de las cepas analizadas fueron sensibles al florfenicol (92% de L garvieae y 86% de
L. petauri), pero es recomendable realizar un seguimiento de la evolucion de las resistencias ya que en el
caso de L. petauri la CMI90 seria considerada resistente. Por otro lado, existe un alto porcentaje de cepas
resistentes de ambas especies bacterianas a la combinacién de trimetorpima con sulfametoxazol (83% de
L garvieae y 86% de L. petauri). Frente a la flumequina todas las cepas analizadas resultaron resistentes.
Se considera necesario analizar un mayor nimero de cepas para confirmar los resultados obtenidos.

Conclusiones

Este trabajo ha evidenciado las diferencias genéticas entre los aislamientos analizados de origen
continental y marino causantes de lactococosis en explotaciones acuicolas de nuestro entorno. L. petauri
se ha aislado exclusivamente en explotaciones continentales, sin variabilidad genética entre cepas de
diferentes procedencias. Por otro lado, L. garvieae se ha detectado Unicamente en muestras de origen
marino presentando diferentes complejos clonales, perteneciendo los aislados de lubina al mismo ST que
los aislados detectados en el brote de Italia. En cuanto a los resultados de CMI obtenidos, se han
detectado resistencias antimicrobianas en ambas especies. Las cepas de L. garvieae presentaron mejores
resultados de sensibilidad a los antibidticos analizados que L. petauri. Amoxicilina y florfenicol son los
antibidticos que han obtenido un mayor porcentaje de cepas sensibles, mientras que todas las cepas
analizadas fueron resistentes a flumequine.
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