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Abstract

This work represents the first description of Lactococcus garvieae as a causative agent of lactococcosis in
farmed sea bass, Dicentrarchus labrax (L.), in Spain. Affected sea bass from two marine farms showed
clinical signs of haemorrhagic septicaemia, compatible with lactococcosis. Standardised pathogen detection
tests (bacteriological, virological and parasitological examinations) showed the presence of Gram-positive
bacteria in internal organ imprints. Bacterial isolates were identified as Lactococcus garvieae by phenotypic
and molecular approaches and were sensitive to the antibiotics oxytetracycline, florfenicol and
erythromycin. Pathogenicity assays showed that they were virulent for sea bass.

Resumen

Este trabajo representa la primera descripcion de Lactococcus garvieae como agente causal de lactococosis
en lubina de acuicultura, Dicentrarchus labrax (L.), en Espafia. Las lubinas afectadas procedentes de dos
granjas marinas mostraban signos clinicos de septicemia hemorragica, compatibles con lactococosis. Las
pruebas estandarizadas de deteccién de agentes patogenos, (analisis bacteriologicos, virolégicos y
examenes parasitoldgicos) demostraron la presencia de bacterias Gram positivas en improntas de érganos
internos. Las cepas aisladas se identificaron como Lactococcus garvieae mediante aproximaciones
fenotipicas y moleculares y resultaron sensibles a los antibiéticos oxitetraciclina, florfenicol y eritromicina.
Los ensayos de patogenicidad demostraron que las bacterias aisladas eran virulentas para lubina

Introduccién

La bacteria Gram positiva Lactococcus garvieae es el agente responsable de la lactococosis, una patologia
septicémica que causa importantes pérdidas econémicas en acuicultura marina y de agua dulce,
fundamentalmente en estaciones célidas. EI nimero de especies susceptibles (incluido el ser humano), es
elevado, siendo la trucha arco-iris una de las méas afectadas (Meyburg y col. 2017). Ademas, su espectro de
hospedadores estd en aumento, de ahi que en la actualidad se le considere un patégeno emergente
oportunista. Recientemente se describié un episodio de lactococosis en lubina (Dicentrarchus labrax) en
Italia (Salogni y col., 2024), uno de los principales paises productores de esta especie en Europa junto con
Espafia y Turquia. En el presente estudio, se describen brotes de infecciones septicémicas en granjas de
lubina en Espafia, compatibles con lactococosis, ocurridos en otofio de 2023 (T2 del agua: 25°C). La
mortalidad fue moderada-baja, debido probablemente al tratamiento precoz con pienso medicamentoso y a
la bajada brusca de temperatura del agua. Esta patologia puede suponer una nueva amenaza para el sector
y prevenir su aparicion debe ser una prioridad. EI objetivo principal del trabajo ha sido caracterizar las
cepas responsables de los brotes infecciosos en lubina y demostrar su potencial patégeno para la especie.

Material y métodos

Peces. Las lubinas enfermas (peso: 150-700 g) mostraron anorexia, letargia y natacion erratica, asi como
hemorragia periocular, exoftalmia, pérdida de ojos y prolapso anal. Internamente, se observaron
hemorragias fuertes e inflamacién en 6érganos internos (cerebro, corazon, higado, bazo, rifion, vejiga
natatoria e intestinos).

Anélisis patolégicos. Se realizaron pruebas estandarizadas de deteccidn de agentes patdgenos: improntas
de dérganos internos, analisis bacterioldgicos, viroldgicos (Betanodavirus) y examenes parasitol6gicos.
Identificacidn bacteriana. Se emplearon las siguientes aproximaciones:




-Fenotipica, mediante pruebas estandar y el sistema multiprueba Rapid ID 32 Strep (BioMérieux, Madrid).
-Genética, mediante PCR con cebadores universales (616V and 699R) y secuenciacion parcial del gen
rRNA 16S asi como PCR convencional ddplex (Saticioglu et al., 2023).

-Protedmica, por espectrometria de masas MALDI-TOF, empleando el software MALDI BioTyper 3.1.
Las cepas de referencia Lactococcus garvieae (Lg) CECT5274 y L. petauri (Lp) CP-1 fueron incluidas.
Susceptibilidad a antimicrobianos. Se evalué mediante el test de difusion en agar empleando los antibioticos
oxitetraciclina (30 pg), florfenicol (30 pg), trimetoprim-sulfametoxazol (25 pg) y eritromicina (30 pg).
Ensayos de infeccidn in vivo. Ejemplares de lubina (40 £ 5 g) se infectaron con diferentes concentraciones
de cepas seleccionadas mediante inyeccién intracelémica. La dosis letal que causa una mortalidad del 50%
(DLso) se calcul6 segun el procedimiento de Reed & Muench (1938).

Resultados y discusién

El diagndstico presuntivo de la enfermedad, basado inicialmente en la historia clinica, observacion de
lesiones y presencia de bacterias Gram positivas en improntas de 6rganos internos, se ha confirmado
mediante analisis complementarios. Los resultados muestran que las bacterias aisladas de bazo y rifién de
los peces afectados por septicemia hemorréagica pertenecen a la especie L. garvieae. Con excepcion del
sistema API (perfiles no concluyentes), las pruebas fenotipicas y moleculares empleadas en el proceso de
identificacion asi lo han corroborado (Tabla 1). El test de sensibilidad a antibiéticos ha puesto de manifiesto
que tres de los utilizados presentan actividad frente a las cepas estudiadas, concretamente la oxitetraciclina,
el florfenicol y la eritromicina.

Tabla 1. Resultados de la identificacion de los aislados bacterianos de lubinas afectadas por septicemia.

Aislados de Perfil API rapid PCR + secuenciacion MALDI- PCR
brotes ID 32 Strep rARN16S TOF? convencional?
30020420000 Lactococcus garvieae L. garvieae .
! (99,9%) (2.27+0,042) | L 9anvieae
L. garvieae (99,9%) L. garvieae .
2 30020600020 (2,20+0,032) L. garvieae

T Valores >2 indican identificacion de especie. 2PCR duplex para L. garvieae y L. petauri (Saticioglu et al. 2023)

Las cepas seleccionadas de L. garvieae han demostrado ser virulentas para lubina en las condiciones de
ensayo, presentando valores de DLso entre 10° y 107 ufc/pez. Es importante destacar que en los peces
infectados experimentalmente se han reproducido los signos clinicos observados en los brotes originales.
En conclusion, se describen por primera vez brotes de lactococosis en lubina de cria en Espafia,
confirmandose como una patologia emergente para la especie en el escenario actual de cambio climatico.
Debido a la condicion de anorexia de los peces enfermos y a la posibilidad de aparicion de resistencias, los
tratamientos con pienso medicamentoso pueden resultar insuficientemente eficaces, de ahi la necesidad de
prevenir su impacto empleando estrategias de vacunacion sistematica como se hace en trucha arco-iris.
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