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1. Resumen / Abstract

En la actualidad existen seis explotaciones salmonicolas en la Comunidad Auténoma de
Aragdn, dos de ellas son gestionadas por la Diputaciéon General de Aragdn (DGA) cuya actividad
se basa fundamentalmente en la cria y reproduccién de ejemplares “autdctonos” de trucha
comun (Salmo trutta fario) con el fin de repoblar los rios aragoneses. Estas son Los Pajares,
ubicada en Albarracin (Teruel) y Planduviar, en Sarvisé (Huesca).

Los objetivos del presente trabajo fueron valorar el estado sanitario de ambas explotaciones,
asi como saber aplicar las diferentes herramientas terapéuticas desde el punto de vista
veterinario. Para ello, se realizd un control sanitario en cada piscifactoria donde se recogieron
muestras de agua (entrada y salida de las piscifactorias), huevas y peces para su posterior
estudio en el Laboratorio de Ictiopatologia de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza.

Ademas de observar la calidad de las aguas de los rios, se estudiaron las principales
enfermedades viricas de declaracidn obligatoria como la Septicemia Hemorrdgica Virica (SHV)
o la Necrosis Hematopoyética Infecciosa (NHI) y la importancia de otros procesos patolégicos
en acuicultura.

En términos generales, los pardmetros de calidad del agua cumplen con los requisitos
establecidos. No se ha detectado la presencia de agentes patdgenos con etiologia virica
mediante el cultivo celular, estos resultados eran esperables dado que Aragdn fue declarado
como zona autorizada libre en 1999. En cuanto al diagndstico bacteriano, solamente se
detectd la presencia de Flavobacterium psychrophilum mediante PCR convencional en huevas
embrionadas de Planduviar. También se han detectado ligeras infestaciones de ectoparasitos
como Gyrodactylus spp. o Trichodina spp. sobre muestras de piel o aletas, en ambas
explotaciones.

Estos resultados confirman la necesidad de seguir realizando controles sanitarios periddicos
para mantener este estado frente a las enfermedades de declaracidon obligatoria sefialadas asi

como, el estudio de otras patologias que pueden revestir cierta gravedad.



Abstract

Currently there are six salmonid farms in the Autonomous Community of Aragén, two of which
are managed by the Government of Aragdn (DGA) and are dedicated to the breeding and
reproduction of "autoctonous" specimens of brown trout (Salmo trutta fario) in order to
repopulate the Aragonese rivers. These are Los Pajares, located in Albarracin (Teruel) and
Planduviar, Sarvisé (Huesca).

The objectives of this study were to monitor the health status of both farms through
established diagnostic methods and their application, in order to adopt the necessary
therapeutic measures from the veterinary point of view. For this purpose, water samples at
the entrance and exit of the two farms along with samples from roe and fish were collected for
processing in the Ictiopathology Laboratory of the Veterinary Faculty of Zaragoza.

In addition to routine physico-chemical properties determinations for the evaluation of the
rivers water quality, specific diagnosis tools were used to check for the two major notifiable
viral diseases: Hemorrhagic Septicemia Viral (VHS) and Infectious Hematopoietic Necrosis
(IHN) and the relevance of other pathologies in aquaculture.

In general, the water quality parameters met the established prerequisites. None of the viral
agents were encountered with cell culture technique. These results are expected since Aragon
has been declared a free region since 1999. As for bacterial diagnostic results, only the
presence of Flavobacteirum psychrophilum was detected by conventional PCR from Planduviar
embryo roe samples. However, the ectoparasites Gyrodactylus spp. and Trichodina spp. were
also detectable in low concentrations in skin and fin fishes and in both farms.

These results indicate the need for maintaining further periodic health controls, to ensure this
free state of these two “notifiable virus” and for the vigilance of bacterial, parasitic and fungi

pathogens that may lead to critical situations as for possible epidemic surge.



2. Introduccidn y justificacion

2.1. La acuicultura en el siglo XXI

En el mundo actual los recursos naturales y las fuentes de alimentos son limitados. La
poblacién mundial estd en continuo crecimiento y, principalmente en los paises en vias de
desarrollo, la alimentacién constituye un gran reto para la humanidad. Las previsiones de la
Organizacién para la Agricultura y la Alimentacion de las Naciones Unidas (FAO) indican que la
produccién mundial de alimentos deberia crecer un 70% entre 2010 y 2050 para hacer frente a
este aumento de poblacidén. Por ello, es necesario buscar nuevas alternativas en la produccion
de alimentos y obtener un mayor provecho de una forma sostenible de los recursos naturales

que garantice el abastecimiento de la poblacién (FAQO, 2014).

En este sentido, la acuicultura, definida por la FAO como “la cria de organismos acudticos
como los peces, moluscos, crustdceos y las plantas acudticas”, tiene una gran importancia ya
que es uno de los sectores econdmicos de mas rapido crecimiento y actualmente produce mas
de la mitad del pescado que se consume en el mundo, superando por primera vez el consumo

procedente de la pesca tradicional extractiva (APROMAR, 2016; FAO, 2016).

Segln un informe de la FAO (2016) sobre el “Estado mundial de la pesca y la acuicultura”, la
produccién acuicola mundial (sin contar el cultivo de plantas acuaticas) alcanzé los 73,8
millones de toneladas en el afio 2014, de las cuales el 54% aproximadamente procedian del
medio marino y el resto, de aguas continentales. A pesar de este gran potencial, el desarrollo
de la acuicultura presenta numerosos desequilibrios especialmente en cuanto a la desigualdad
de la distribucion y desarrollo de la produccién, puesto que sélo China concentra mas del 60%

del volumen total (FAO, 2016).

En la Unién Europea la importancia econdmica y social de la acuicultura tampoco es igual en
todos los paises miembros, siendo en algunos de ellos y por primera vez, de mayor relevancia
gue la pesca extractiva; en parte esto es debido a las excelentes condiciones ambientales para
la cria de muchas especies acuicolas y al alto grado de formacién en recursos humanos que
hacen que en la actualidad sea considerada una potencia mundial tanto en tecnologia como en

investigacion (APROMAR, 2016).

Los principales productos procedentes de la acuicultura europea son pescados y moluscos,
constituyendo el mejillon (Mytilus edulis) la especie con una mayor produccién (466.995
toneladas). Entre los pescados de crianza destaca la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),

principal especie de pescado de crianza producida, con aproximadamente 239.040 toneladas.
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En segundo lugar, el salmdn atlantico (Salmo salar) con 165.378 toneladas, seguida por la
dorada (Sparus aurata) con 110.087 toneladas. En total, en 2015, se produjeron 2.350.278
toneladas de pescado procedente de la acuicultura en la Unidn Europea, con un pequefio
incremento (0,4%) respecto a 2014 (FEAP, 2016). Las especies marinas representaron el 84,9%
de la produccion y las especies continentales el 15,1%. Noruega acapara el 58% de esta
produccién, mientras que otros paises que producen mas de 100.000 toneladas anuales son
Reino Unido, Grecia y Turquia. Las principales especies criadas son el salmén atlantico, la
trucha, la carpa (Cyprinus carpio), el besugo (Pagallus bogaraveo) y la lubina (Dicentrarchus

labrax) que constituyen el 94% de la produccién europea total en 2015 (FEAP, 2016).

Espafia ocupa el tercer puesto entre los paises productores de la Unién Europea en 2014
aportando 59.356 toneladas de peces, por detras de Reino Unido y Grecia (FEAP, 2016). La
principal especie producida en nuestro pais es el mejillon seguida por la dorada, la trucha

arcoiris y la lubina (APROMAR, 2016).
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Figura 1. Evolucion de la produccién de la acuicultura en Espafia en los ultimos 50 afios

(APROMAR, 2016).

En Espafa la importancia de la acuicultura ya ha superado econdmicamente a la pesca
extractiva. Sin embargo, conforme se desarrollan nuevos métodos intensivos de produccion y
mejora en el nivel de control sobre los procesos productivos se ha observado un incremento
en la aparicién y el numero de enfermedades, constituyendo el impacto de éstas uno de los
principales retos que debe resolver la acuicultura moderna, sobre todo por las graves pérdidas

econdmicas que estan ocasionando en el sector (APROMAR, 2016).



Actualmente existe un Plan Estratégico de la Acuicultura Espafiola que se enmarca dentro de la
nueva Politica Pesquera Comun (PPC) y el Fondo Europeo Maritimo y de Pesca (FEMP) y que
trata de dar respuesta en forma de Directrices estratégicas para el desarrollo sostenible de la
acuicultura propuestas por la Comisién Europea relativas a las prioridades y necesidades

comunes para el desarrollo del sector (MAGRAMA, 2015).

Con respecto a la situaciéon del sector acuicola en la Comunidad Auténoma de Aragdn existen
actualmente seis explotaciones salmonicolas con una produccién total muy préxima a las
1.200 toneladas (datos no publicados). De estas explotaciones, la Diputacion General de
Aragoén (DGA) gestiona dos de ellas, cuya finalidad principal es la adaptacion y reproduccion de
ejemplares “autdctonos” de trucha comun (Salmo trutta fario) y, la produccion de huevos
embrionados y alevines destinados a la repoblacidon de los rios aragoneses con el fin de
incrementar las poblaciones naturales de esta especie intentando restaurar el equilibrio
ecoldgico de los rios asi como atender la demanda de los pescadores. Aragdn produjo, en

2015, 91.270 ejemplares de trucha comun destinados a estos fines (MAGRAMA, 2016).

Estas dos piscifactorias son Los Pajares, ubicada en el término municipal de Albarracin (Teruel)

y Planduviar, en Sarvisé (Huesca).

2.2. Situacion sanitaria en la Comunidad Auténoma de Aragén

Como ya hemos comentado, la aparicién de enfermedades es uno de los mayores problemas a
los que se enfrenta la acuicultura actual. Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE), las enfermedades viricas son las mas devastadoras no sélo por las cuantiosas pérdidas
econdmicas y sanitarias que producen (no hay tratamientos disponibles frente a ellas) sino
también por el grave riesgo medioambiental que supone su presencia sobre las poblaciones
naturales (OIE, 2016). Entre estas enfermedades cabe destacar la Septicemia Hemorragica
Viral (SHV) y la Necrosis Hematopoyética Infecciosa (NHI), enfermedades ambas de
declaracion obligatorias (Directiva 88/2006/CE; RD 1614/2008), de los cuales hablaremos en el

apartado posterior (Apartado 2.2.1).

La acuicultura intensiva constituye una actividad econdmica tradicional en Aragdn, que se
centra principalmente en la produccidn de trucha arcoiris. Este sector ha progresado
notablemente de manera que se han mejorado sus instalaciones con un aumento de su calidad
y productividad. Al mismo tiempo durante las ultimas décadas se han llevado a cabo medidas
sanitarias de forma conjunta, lo que ha permitido incrementar su nivel sanitario gracias en

parte, al desarrollo y puesta en marcha de la primera Agrupacién de Defensa Sanitaria Acuicola
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en Espafa integrada por todas las explotaciones existentes en la Comunidad de Aragény a la
creacion de un Laboratorio Autorizado para las Enfermedades de los Peces ubicado, en estos
momentos, en la Facultad de Veterinaria de Zaragoza (Ruiz-Zarzuela y cols., 2002). Todos estos
elementos han contribuido que en la actualidad todas las cuencas fluviales de Aragdn sean
consideradas como zonas continentales autorizadas, por razones histdricas, frente a la SHV y la
NHI. Esta figura legal creada por la UE reconoce un determinado territorio como libre para

ciertas enfermedades de los peces (Decision 2003/839/CE).

Por todo ello y con el fin de llevar a cabo el mantenimiento del estatuto de zonas autorizadas
frente a las enfermedades de declaracién obligatoria sefialadas asi como, el estudio de la
presencia de otras patologias que pueden revestir igualmente una cierta gravedad en las
poblaciones piscicolas se ha realizado un control sanitario sobre aquellas explotaciones que
gestiona en la actualidad la DGA; el fin Ultimo ha sido conocer la incidencia de aquellos
patdgenos que pueden actuar en un momento dado y proponer las herramientas de control y

prevencion mas adecuados en su caso.

2.2.1. Principales enfermedades piscicolas
A continuacidn describiremos aquellas enfermedades de mayor interés o relevancia sanitaria

tanto en la acuicultura continental espafiola como aragonesa.

Septicemia Hemorragica Viral (SHV): Es una enfermedad infecto-contagiosa, sistémica y
hemorragica grave en peces. El virus de la SHV es vehiculado por al menos 50 especies de
peces marinos y de agua dulce, siendo la especie mas sensible en el dmbito continental la
trucha arcoiris y en el marino, el rodaballo (Schénherz y cols., 2013). Esta causada por un virus
perteneciente al género Novirhabdovirus de la familia Rhabdoviridae, al igual que la NHI

(Tordo y cols., 2005).

Se caracteriza por un cuadro septicémico-hemorragico que puede estar asociado a procesos
neuroldgicos y que en la actualidad constituye una de las enfermedades mas importantes que
afectan a la acuicultura continental europea debido en parte, a las graves pérdidas de tipo

econdmico que estd ocasionando (CFSPH, 2007).

La SHV es una enfermedad que afecta generalmente a alevines y juveniles menores de 6
meses, provocando mortalidades del 80-100%. En edades superiores, la mortalidad se reduce
entre un 10% y un 50%, aunque tiende a cronificarse manteniéndose en estado latente (Pérez

y Rodriguez, 1997). La temperatura dptima para que aparezca un brote esta entre 9 °Cy 12 °C



y el mayor problema es que los peces que sobreviven a la enfermedad se convierten

portadores de por vida, lo que hace necesaria su eliminacién (Duesund y cols., 2010).

La infeccion se transmite horizontalmente a través del agua o por el contacto directo con las
excreciones (orina), procedentes de peces enfermos o portadores asintomaticos (Smail y
Snow, 2011). Las aves que se alimentan de peces infectados pueden introducir el virus en
areas libres de enfermedad actuando como importantes vectores mecdanicos. Sin embargo, la

transmision vertical se desconoce o es extremadamente rara.

La SHV es una enfermedad altamente contagiosa y se debe realizar un control de los animales
nuevos ya que constituyen la principal via de entrada de esta enfermedad a las explotaciones.
Se requiere establecer cuarentenas de aproximadamente un mes para controlar los brotes y lo

mas aconsejable es que lleguen a la explotacion con una certificacidn sanitaria (Roberts, 2001).

Hay que evitar mezclar lotes de diferentes origenes, ya que el virus puede transmitirse entre
especies, y disminuir la densidad de poblaciéon cuanto sea posible para evitar problemas. La
piscifactoria debe realizar limpieza y desinfeccién a tres niveles: el estanque, el material y los
peces. El virus es susceptible a muchos desinfectantes comunes como la formalina, los
desinfectantes ioddforos, el hidréxido de sodio y el hipoclorito de sodio (CFSPH, 2007). En
ausencia de tratamiento antivirales, los métodos de control de la SHV actualmente se basan en

programas oficiales de vigilancia sanitaria junto con medidas de seguimiento (OIE, 2012a).

Necrosis Hematopoyética Infecciosa (NHI): Al igual que la SHV es una enfermedad infecto-
contagiosa de caracter hemorragica y sistémica; por el contrario, esta enfermedad afecta
Unicamente a poblaciones de salmdnidos tanto de vida libre como de produccion intensiva
(Wang y cols., 2016). Las especies que se infectan de forma natural con el virus de la NHI son:
la trucha arcoiris asi como la mayoria de las especies de salmones: el salmén del Atlantico
(Salmo salar) o las diversas variedades del salmdén del Pacifico (Oncorhynchus tshawytscha, O.

nerka, O. keta, O. rhodurus, O. masou, O. kisutch) (OIE, 2012b).

La enfermedad cursa generalmente de forma aguda, con mortalidades muy préximas al 90-
100% de la poblacién y afecta principalmente a alevines menores de 2 meses de edad.
Aquellos peces de mas de 6 meses padecen procesos crénicos y la mortalidad disminuye

significativamente por debajo del 25% (Pérez y Rodriguez, 1997).

La temperatura 6ptima para que aparezca la enfermedad esta entre 8 °Cy 14 °C, no obstante,

se han observado brotes en alevines de trucha entre 3 °C y 18 °C. La transmisidn se produce



principalmente por via horizontal a través del contacto entre peces sanos y enfermos, a través
del agua o cadaveres donde el virus es capaz de sobrevivir durante varios meses. También se

han registrado casos por transmision vertical asociada a los huevos (Winton, 1991).

Los métodos de control de la NHI actualmente se basan en evitar la exposicidn al virus
mediante la implementacion de politicas de control estricto y buenas practicas de higiene
(Winton, 1991). La desinfeccion de huevos fecundados, la utilizacién de agua libre del virus
para la incubacién y la cria y el establecimiento de medidas de bioseguridad son
fundamentales para prevenir la entrada de la NHI en cualquier piscifactoria. Por otro lado, la
vacunacion de salmdnidos se encuentra en un estadio inicial; sin embargo, el desarrollo de
algunas vacunas inactivadas o recombinantes (ADN) han mostrado resultados prometedores

tanto a nivel experimental como en ensayos de campo. (OIE, 2012b).

Ademas de las enfermedades viricas son de gran importancia ciertas bacterias, parasitos y
hongos que pueden provocar también problemas sanitarios y graves pérdidas econdmicas:
enfermedades bacterianas como la lactococosis, la enfermedad de aguas frias y la
forunculosis; enfermedades parasitarias como la enfermedad proliferativa renal (PKD), y la
saprolegniosis de los salmdnidos, como enfermedad micética mds relevante. Nos hemos
centrado en estas enfermedades puesto que todas ellas estan presentes en la Comunidad

Auténoma de Aragon.

Lactococosis: Es una enfermedad aguda de caracter septicémica cuyo agente etiolégico es una
bacteria Gram positiva denominada Lactococcus garvieae, que en la trucha arcoiris (especie
mas susceptible) se asocia al aumento de la temperatura del agua por encima de 16 °C
indicando un marcado caracter estacional (Pereira y cols., 2004; Gibello y cols., 2016).
Ademas, se ha observado que la evolucidn del proceso se ve favorecido por una mala calidad
del agua (déficit de oxigeno, altas concentraciones de compuestos nitrogenados), asociandose

a notables deficiencias en las condiciones higiénico-sanitarias de las explotaciones.

En la actualidad se han observado brotes naturales en peces de cualquier tamafo, desde
juveniles hasta la fase adulta pudiendo provocar mortalidades del 50% en poblaciones

susceptibles (Ghittino y cols., 1998).

La transmision de la enfermedad se produce principalmente por mecanismos horizontales
debido a la introduccidn de nuevos lotes o0 mediante el contacto con excreciones procedentes

de portadores asintomaticos (via feco-oral), que favorece el mantenimiento latente de la



infeccidn, lo que puede favorecer el desencadenamiento de la enfermedad cuando se den las

condiciones dptimas (Ghittino y Muzquiz, 1998).

El tratamiento de la lactococosis estd basado en la utilizacién de antibidticos como la
doxiciclina, amoxicilina y eritromicina. Sin embargo, la aparicidon de multiples resistencias
hacen que la enfermedad resulte muy dificil de controlar por lo que el control de la misma
pasa por el uso de vacunas inactivadas con adyuvante y administradas por via intraperitoneal

(Treves-Brown, 2000).

No obstante, es importante mantener unas condiciones éptimas tanto en el manejo diario de
los peces como en el mantenimiento de las instalaciones con el fin de reducir al maximo el
riesgo de entrada de L. garvieae y en el caso de que entre, la reinfeccién continuada en los

estanques de produccidon (Romalde, 2004).

Enfermedad bacteriana de Aguas Frias o Sindrome del Alevin: Es un proceso altamente
prevalente a nivel mundial cuyo agente etioldgico es una bacteria filamentosa denominada
Flavobacterium psychrophilum, englobada dentro del grupo de microorganismos fastidiosos,
dada su complejidad para ser aislada, incluso a partir de peces enfermos (Valdebenito y

Abendafio-Herrera, 2009).

Aungue la mayoria de las flavobacteriosis se manifiestan de forma externa (afectando a piel,
aletas y branquias), uno de los grandes riesgos que presenta F. psychrophilum es precisamente
su capacidad para inducir cuadros agudos de caracter septicémico, especialmente en los
estadios mas jovenes de produccién a temperaturas entre 4 °C y 12 °C; esto hace que su
incidencia sea mayor durante los meses de invierno y primavera (Chiok, 2011). La mortalidad
puede variar entre un 30% y un 50% aunque esto va a depender en gran medida de la accién
de algunos factores predisponentes al estrés (traumatismos, transporte, altas densidades, etc.)

que pueden favorecer la multiplicacidn y el desarrollo de la bacteria (Loch y Faisal, 2015).

La enfermedad se trasmite generalmente por via horizontal a través del agua asi como por el
contacto directo entre animales sanos y enfermos. Madetoja y cols., (2000), ponen de
manifiesto la importancia en la retirada de peces muertos y moribundos como importantes
fuentes de eliminacidn y trasmision de F. psychrophilum. Asimismo, se ha demostrado la

trasmision vertical de la enfermedad a través de los fluidos seminales y ovaricos a la progenie.

La administracidon de bafios con cloramina T, sulfato de cobre o formol constituyen métodos

de desinfeccion rutinaria bastante eficientes para controlar las bacterias presentes en la
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superficie de los huevos e incluso ayudan en el tratamiento de peces con lesiones externas
(Lénnstrom y cols., 2008). Actualmente, no existen vacunas comerciales frente a la
enfermedad y la administracion de autovacunas por inmersion han resultado poco o nada
efectivas (datos no publicados); contrariamente y a pesar de que se han descrito multiples
resistencias a distintos antibacterianos la administracion oral (pienso) o mediante bafios de
oxitetraciclinas y florfenicol se han mostrado bastante efectivos en el curso inicial del proceso

(Loch y Faisal, 2015).

Forunculosis clasica: Constituye uno de los procesos patégenos que afectan a los salménidos
mejor conocidos, no en vano, la primera descripcion de la enfermedad data de 1884.
Actualmente, se considera un proceso cosmopolita cuyo agente etiolégico, Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida, no sélo es capaz de causar importantes dafios econdmicos en
las explotaciones intensivas sino que ademds, se considera uno de los factores mas
determinantes en el declive de algunas poblaciones silvestres (ejemplares reproductores), en
determinados cursos fluviales de paises como Noruega o Espafia (Roberts, 2001; Marquez,

2009).

Se han observado la existencia de algunos factores de riesgo que inciden notablemente sobre
la enfermedad: la edad (animales inferiores a 1 afio manifiestan la enfermedad de forma
hiperaguda o aguda, mientras que las formas subagudas y crdnicas se presentan generalmente
en individuos adultos); la temperatura (15-20 °C); la época del afo (periodo estival); la
esmoltificacién (especies andadromas); la freza; una pobre calidad del agua (eutrofizacién); la
presencia de heridas y lesiones; la presencia de otros agentes infecciosos o parasitarios; la
alimentacién y el estrés. Todos estos factores pueden favorecer la aparicidén de signos clinicos

y de mortalidad en animales enfermos y/o portadores asintomaticos (Good y cols., 2001).

La principal via de transmisidn de A. salmonicida subsp. salmonicida es la via horizontal directa
por cohabitacion entre poblaciones infectadas con el agente (enfermos o portadores

asintomaticos y poblaciones icticas no infectadas (Nordmo y cols., 1998).

El agua juega también un papel determinante, a pesar de que este patdégeno no es
considerado como una bacteria ubicuitaria del medio acuatico (Roberts, 2001), ésta puede ser
transportada en estado libre o adherida sobre particulas en suspension o sedimentos donde
puede permanecer viable durante algunas semanas, dependiendo de la temperatura y la

salinidad del medio (Wiklund, 1995).

Jarp y cols., (1993), en un estudio epidemioldgico llevado a cabo en Noruega, concluyeron que

la presencia de especies anadromas en el curso del rio constituia un importante factor de
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riesgo en la infeccidn y transmisidén de A. salmonicida subsp. salmonicida a las explotaciones

proximas y una de las principales vias de entrada del patégeno a las mismas.

Los fémites y algunos vectores de transmisidn (aves ictiéfagas y ectoparasitos hematofagos)

también favorecen la diseminacidn del agente (Schlotfeldt y Alderman, 1995).

La enfermedad proliferativa renal (PKD): Es un proceso patdgeno de origen parasitario con un
gran impacto econdmico en el cultivo de especies salmonicolas especialmente en la
produccién de trucha arcoiris, tanto en Estados Unidos como en el oeste de Europa, donde la
enfermedad presenta una distribuciéon de cardcter endémico (Grabner y El-Matbouli, 2009).
Afecta a numerosas especies icticas, especialmente los salmdnidos, tanto en poblaciones
silvestres como en condiciones de cria intensiva (Mo y Jgrgensen, 2016). Se han descrito
infecciones naturales no sélo en la trucha arcoiris, sino también en la trucha comun, el
salvelino o trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), lucio (Esox lucius), asi como en el timalo

(Thimallus thimallus) y el salmén atlantico (Feist y cols., 2002; Grabner y EI-Matbouli, 2009).

Se ha observado la presencia de algunos factores de riesgo que inciden notablemente sobre la
presentaciéon de la enfermedad, tanto en poblaciones cultivadas como silvestres: la edad
(peces inferiores a un afio manifiestan la enfermedad de forma hiperaguda o aguda; mientras
que las formas subagudas y/o crdnicas se presentan generalmente en individuos adultos)
(Morris y cols., 2005); la temperatura (> 16 °C); la época del aio (periodo estival); presencia de
briozoos (hospedadores), una pobre calidad del agua (eutrofizacién); la presencia de agentes
secundarios; la alimentacién y el estrés (de Kinkelin y Loriot, 2001; EI-Matbouli y Hoffmann,
2002); Todos estos factores pueden favorecer la aparicion de signos clinicos y de mortalidad

(10-90%), en animales enfermos y/o portadores asintomaticos.

En la actualidad, no existen vacunas disponibles ni tratamientos efectivos frente a la
enfermedad. No obstante, la utilizacidn con fines terapéuticos de algunos desinfectantes como
sulfato de cobre y/o antibidticos como la fumagilina y derivados sintéticos (TNP-470), han
presentado una cierta eficacia (Morris y cols., 2003). Sin embargo, la presencia de restricciones
legales en algunos casos asi como de numerosos efectos téxicos en los animales tratados
desaconseja el empleo de estas sustancias como medidas de control frente al PKD. Asi, las
medidas de control y prevencién se basaran en una profilaxis de tipo higiénico-sanitario,
mediante la instauracidon de buenas pautas de limpieza y desinfeccién de los estanques y del
material utilizado en los mismos, evitando al maximo el estrés de los peces que pudieran ser

provocados por un manejo inadecuado y/o excesiva densidad de poblacién.

12



Saprolegniosis: Saprolegnia spp., responsable de esta enfermedad infecciosa es considerado
como uno de los patdgenos fungicos mas relevantes en acuicultura continental, especialmente
en aquellas explotaciones dedicadas a la venta de huevos y gametos. El cardcter ubicuitario en
el medio acuatico de dicho hongo facilita su amplia distribucidon afectando practicamente a
todas las especies dulceacuicolas, especialmente a los salménidos; normalmente actia como
un patdgeno secundario en peces enfermos o ya debilitados por otras enfermedades (Thoeny

cols., 2011).

La temperatura dptima para el desarrollo de las zoosporas infectivas se produce alrededor de
los 20 °C, mientras que la movilidad de éstas es maxima a 4 °C. Se ha observado que un
descenso brusco de la temperatura (6-10 °C) o periodos frios prolongados (superiores a 1
semana) pueden favorecer la presencia de altos niveles de estas zoosporas en el agua
(superiores a 5 esporas/mililitro (ml)). Esta situacidon favorece el incremento del riesgo de
infeccién y presentacion de manifestaciones clinicas, puesto que contribuye significativamente
también a un descenso en el nimero de células mucosas de la epidermis (Bruno y Wood,

1999).

La transmision de la Saprolegniosis se produce por via horizontal a partir de las fases
infectantes (zoospora y quiste secundario), que una vez liberadas del micelio quedan

suspendidas en el agua.

La utilizacion de rayos ultravioleta y la administracién de determinados desinfectantes
guimicos tales como, sulfato de cobre, permanganato potasico, cloruro sddico y formalina, en
general resultan efectivos para controlar la infeccion. La prevencidn implica el mantenimiento
de los peces en correctas condiciones de nutricion, calidad del agua y evitar la superpoblacion

(Khodabandeh y Abtahi, 2006; Heikkinen y cols., 2014).

3. Objetivos

Los objetivos principales de este trabajo han sido:

1. Conocer y valorar el estado sanitario (presencia o ausencia de infeccion/enfermedad) de
dos piscifactorias gestionadas por el Gobierno de Aragén.

2. Aplicar las diferentes herramientas terapéuticas disponibles desde un punto de vista

veterinario, segun el caso, derivadas de la gestién piscicola.

Para alcanzar estos objetivos se han propuesto los siguientes objetivos especificos:
- Desarrollar y poner a punto las metodologias adecuadas.

- Conocer y aplicar la legislacién sanitaria actual en materia piscicola.
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4. Material y métodos

4.1. Diseno del estudio

Tal y como ya hemos sefialado, el presente trabajo ha consistido en un estudio sanitario
encaminado en primer lugar al mantenimiento del estatuto de zona libre frente a la SHV y NHI
alcanzado por la Comunidad Auténoma de Aragdn en el afio 1999, y por otro, al control y
prevencion de otras enfermedades que si bien no son de declaracién obligatoria pueden

ocasionar igualmente un importante impacto econémico.

4.1.1. Periodo y lugar de muestreo
Los muestreos se llevaron a cabo durante el mes de febrero en la explotacién de Los Pajares

(Albarracin, Teruel) y en el mes de abril en la piscifactoria de Planduviar (Sarvisé, Huesca).

4.1.2. Metodologia de muestreo

Este estudio se llevd a cabo en las dos piscifactorias que gestiona actualmente el Gobierno de
Aragdn para la cria de ejemplares de trucha comun. Tanto la seleccién de los peces como el
tamafio muestral vienen marcados por la legislacion vigente (Decision en Ejecucion
2015/1554/UE) de tal forma que en cada una de las piscifactorias sefialadas se recogidé un
minimo de 30 peces distribuidos en tres lotes representativos, de 10 peces cada uno, en
funcién de los distintas unidades o estadios de producciéon (Tabla 1). Por otro lado, se
seleccionaron preferentemente aquellos peces que presentaban algun tipo de debilidad o

anomalia, o bien aquellos que habian muerto de forma muy reciente.

Tabla 1. Composicion de los diferentes lotes estudiados.

Piscifactoria Tipo de muestra Numero (n) Referencia
Huevas L1 (Esera)
Huevas L2 (Gallego)
Huevas L3 (Aragon)
. Huevas 10 L4 (Aragon-Cinca)
Planduviar . ,
Alevines L5 (Esera)
Alevines L6 (Gallego)
Alevines L7 (Aragon)
Alevines L8 (Aragodn-Cinca)
Alevines L1 (Guadalaviar)
) Alevines L2 (E10 Pancrudo)
Pajares . 10
Alevines L3 (E4 Pancrudo)
Adultos L4 (Pancrudo 2014)
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4.2. Recogida de informacion

4.2.1. Recogida de muestras

En cada una de las piscifactorias sefialadas se recogieron dos muestras de agua (a la entrada y
a la salida de la explotacidn) y de peces para su posterior estudio en el Laboratorio de
Ictiopatologia (Laboratorio Autorizado para las Enfermedades de los Peces), ubicado en el

Departamento de Patologia Animal de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza.

4.2.1.1. Recogida de aguas

La toma de muestras de agua se realizé de la forma mds representativa y homogénea posible
en relacion al punto de muestreo del cual provenia. Para ello, se tomdé un volumen total de
200 mililitros (ml) de agua repartido en dos envases de polietileno estériles provistos de tapon
roscado, de 100 ml capacidad cada uno, en la cabecera y en la cola de la explotacién.

Cada uno de los envases se abridé debajo del agua y se mantuvo sumergido completamente en
posicién invertida con el fin de evitar la formacién de burbujas y la entrada de materia
organica. Una vez llenos, se etiquetaron y se mantuvieron a temperatura de refrigeracién (4°C)

hasta su posterior procesado en el laboratorio.

4.2.1.2. Necropsia y toma de muestras

Una vez recogidos los peces estos fueron eutanasiados con una sobredosificacion anestésica
(500 miligramos/litro) (mg/l) de metasulfonato de tricaina (MS-222).

La necropsia de los peces recogidos se realizd mediante dos incisiones ventrales: la primera se
practicé desde la zona anal hasta la zona bucal y la segunda, desde la zona anal hasta el
opérculo branquial describiendo asi un arco, de tal forma que una vez retirada la pared

abdominal se consigue un mejor acceso a la mayoria de los drganos internos (Brown, 2000).

Una vez finalizada la necropsia, se recogieron las muestras necesarias (Figura 2), para cada uno
de los diagndsticos sefialados en apartados posteriores (4.3. Metodologia analitica). Todas las
muestras fueron igualmente transportadas al laboratorio a temperatura de refrigeracién hasta

su posterior procesado.
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Figura 2. Necropsia de un salmoénido. Leyenda: A (higado), B (rifién) y C (bazo).

4.2.2. Cuestionario

Simultaneamente a la recogida de muestras se cumplimentd un cuestionario con todos
aquellos datos obtenidos in situ mediante observacién directa, asi como la informacidn
correspondiente a la zona, ubicacién y determinadas caracteristicas medioambientales y
productivas de la instalacién. Ademas de ello, mediante conversacidn con el piscicultor se
anotd aquella informacidn relativa al grado de cumplimiento del programa sanitario, la
aparicién de posibles problemas asi como las medidas puestas en marcha con el fin de

paliarlos tal y como se recoge en la tabla 2.

Tabla 2. Cuestionario realizado en las piscifactorias estudiadas.

1. CARACTERISTICAS GENERALES

Origen de la fuente de agua: R/M /P
Laboratorio: Si/ No
éExisten aves o mamiferos que entren en la explotacién?* si/N
i/ No
*éiCuadles?:
¢Entran otras especies en la explotacion?* i
) Si/ No
*éiCuales?:
Almacén: Si/ No
2. MANEJO Y CONDICIONES HIGIENICO-SANITARIAS
:Se introducen peces vivos?*
< . P Si/ No
*QOrigen:
¢Se introducen huevos? i
. Si/ No
*QOrigen:
i Salen peces vivos?*
coalen pece Si /No
*Destino:
é¢Salen huevos embrionados? Si / No
Densidad de los estanques: A/M/B
Tipos de estanques:
Distribucion del alimento: M/A
Manejo general: A/M/B
Limpieza y desinfeccién del material: A/M/B
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Vacunacién: Si/ No

Oxigenacién forzada: Si/ No

Material de los estanques: T/C/F

Nivel higiénico general: A/M/B

Limpieza y desinfeccién de estanques: A/M/B
Tipo / Marca de alimento:

Leyenda: R (rio) /M (manantial) /P (pozo); A (alto) /M (medio) /B (bajo); M (manual) /A (automatico); T (tierra)
/C (cemento) /F (fibra de vidrio).

4.3. Metodologia analitica

4.3.1. Estudio de la calidad fisico-quimica del agua

El concepto de calidad del agua se refiere a la caracterizacidon de sus propiedades fisicas,
quimicas y microbioldgicas. En el caso de la acuicultura, estos pardmetros son de una
importancia trascendental, ya que debe asegurarse unas propiedades de calidad del agua que
garanticen el nivel sanitario de la produccién. Para ello, el manejo adecuado de los factores
que intervienen en el proceso productivo sirven para reducir el estado de estrés,

disminuyendo asi la aparicién de enfermedades y mortalidad en peces (CIAD, 2003).

La determinaciéon de los parametros fisico-quimicos del agua se llevé a cabo mediante el
empleo de aparatos de medida in situ, valoraciones colorimétricas y fotometria (fotdmetro DR
2600, Hach Lange) a partir de diferentes kits comerciales tal y como se indica en la tabla 3.
Para la determinacién de sdlidos en suspension se utilizé el método de filtracién en membrana
mediante el empleo de filtros de fibra de vidrio de 0,45 micras (um) y posterior secado a una
temperatura de 105 °C hasta obtener una pesada constante empleando para ello una balanza

de precision (Sartorius AG).

Tabla 3. Principales parametros fisico-quimicos estudiados.

Parametro Técnica analitica Medidores/Kits comerciales
Turbidez (NTU) Nefelometria HI 93703 (Hanna instrument)
Oxigeno disuelto (mg/) Electrometria Oxi 330 (Crison)
Temperatura (°C) Electrometria Oxi 330 (Crison)
pH (unidades de pH) Electrometria pH-metro portatil 507 (Crison)
Conductividad (uS/cm) Electrometria Conductimetro portatil 524 (Crison)
Sélidos en suspension Filtracion Millipore
Alcalinidad (mg/l) Titramétrica HI-4811
Dureza total (mg/l) Titramétrica HI-4812
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Amonio total (mg/I)
Nitratos (mg/l)
Nitritos (mg/l)

Fosfatos totales (mg/l)
DQO* (mg/l)
Cloruros (mg/l)

Cobre (mg/l)

Fotometria
Fotometria
Fotometria
Fotometria
Fotometria
Fotometria

Fotometria

LCK 340 (Neurtek)
LCK 339 (Neurtek)
LCK 341 (Neurtek)
LCK 349 (Neurtek)
LCK 414 (Neurtek)
LCK 310/343 (Neurtek)
LCK 321 (Neurtek)

Leyenda: DQO (Demanda quimica de oxigeno).

4.3.2. Estudio de la calidad microbiolégica del agua

Para la determinacién cuantitativa de bacterias coliformes y estreptococos fecales se utilizdé un

método de filtracion en membrana y su posterior siembra en distintos medios de cultivo

selectivos a una temperatura adecuada para cada una de ellos, tal y como se describe en la

tabla 4.

Tabla 4. Tipos de medios de cultivo empleados para el estudio microbioldgico del agua.

Medios de cultivo

Parametro (UFC/100 ml)

Incubacion Interpretacion

ENDO agar

mFC agar

Slanetz-Bartley agar

Coliformes totales

Coliformes fecales

Estreptococos fecales

37°C/24h Color verde metalizado

44°C/24 h Color azul

37°C/24h Color marrén

El método de filtracion por membrana consiste en filtrar un volumen determinado de muestra

(generalmente 100 ml) a través de un filtro de membrana estéril de acetato de celulosa, de 47

milimetros (mm) de didmetro y un tamafio de poro de 0,45 um, colocado sobre un soporte

estéril y con ayuda de una bomba de filtrado (Millipore).

Dado el origen de las muestras (muestras no tratadas) y con el fin de obtener unos resultados

lo mas representativos y fiables posibles, se hizo necesario trabajar con distintas diluciones en

agua destilada estéril; en nuestro caso, se trabajo con una dilucion 1/100 para la

determinacion de bacterias coliformes y 1/10 para el recuento de estreptococos fecales. En

todos los casos el resultado final se expresé como nimero de unidades formadoras de colonias

(UFC) presentes en 100 ml.
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4.3.3. Diagnostico bacterioldgico

4.3.3.1. Medios de cultivo

Para el aislamiento de agentes bacterianos se utilizaron medios de cultivo deshidratados,

disueltos en agua destilada a un pH adecuado; algunos generales y otros de caracter

diferencial y selectivo.

Todos los medios de cultivo utilizados fueron medios sélidos:

- Agar Sangre: medio de cultivo enriquecido con un 5% de sangre de oveja, utilizado para el
aislamiento de microorganismo Gram negativos y Gram positivos.

- Agar Tripticasa Soja (TSA): medio de cultivo muy usado en microbiologia para el aislamiento
general de microorganismos tanto Gram negativos como Gram positivos.

- Agar TYES: medio de cultivo selectivo, enriquecido con extracto levadura, especialmente
indicado para el aislamiento de bacterias filamentosas del género Flavobacterium.

- Agar Bilis Esculina (BEA): medio selectivo, enriquecido con extracto de carne y sales biliares
para el crecimiento de microorganismos Gram positivos, especialmente enterococos vy
estreptococos.

- Agar Mueller Hinton (M-H): medio de cultivo recomendado para estudios de sensibilidad a

antimicrobianos.

4.3.3.2. Aislamiento bacteriano

El aislamiento se realizd6 mediante la siembra en los medios de cultivo anteriormente citados
de muestras tomadas de higado, bazo, rifidn anterior y lesiones en el caso de presentarse. Una
vez sembrados, se mantuvieron a una temperatura de incubacién de 22 °C durante 48-72
horas. Para el aislamiento de agentes del género Flavobacterium la temperatura de incubacién
fue de 15-18 °C (72-96 horas).

Transcurrido el periodo de incubacion se seleccionaron aquellas placas en las cuales habia
crecimiento positivo y se resembraron de nuevo en los medios de cultivo adecuados, con el fin

de facilitar la posterior identificacion.

4.3.3.3. Identificacion bacteriana

La identificacion de los agentes aislados se llevd a cabo mediante el estudio de las
caracteristicas de crecimiento y pigmentacion de las colonias asi como su capacidad para
crecer a determinadas temperaturas (37 °C); tincion de Gram y microscopia, lo que nos
permitioé observar la morfologia de los agentes aislados (bacilar, cocoide, cocobacilar), tamafio
y disposicidn de los mismos (aislados, en parejas, en racimos) (Austin y Austin, 2007; Whitman,

2004).
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En determinadas ocasiones se utilizaron pruebas bioquimicas entre las que se incluyeron
sistemas APl de identificaciéon rapida (API 20E, APl 20NE, APl 20Strep) incubados a 22 °C
durante 48-72 horas. Entre dichas pruebas destacamos la prueba de la catalasa, citocromo-
oxidasa, estudio del metabolismo oxidativo-fermentativo de la glucosa, produccién de a y B
hemodlisis, prueba de la urea, produccion de indol (Austin y Austin, 2007; Whitman, 2004).

En aquellos casos en los que se sospechd la presencia de agentes patdgenos per se, la
confirmacién de éstos se realiz6 mediante la técnica de la PCR tal y como se describe en el

apartado 4.3.6.

4.3.4. Diagndstico virico

El protocolo de diagndstico para las enfermedades viricas se basé en las lineas de actuacién
definidas en el Manual de Pruebas de Diagndstico para los Animales Acuaticos (OIE, 2015), y
en la legislacién europea donde se establecen determinadas disposiciones en lo que respecta

a los requisitos de vigilancia y métodos de diagndstico (Decision de Ejecucion 2015/1554/UE).

4.3.4.1. Preparacion de los cultivos celulares

Los cultivos celulares utilizados para el aislamiento virico pertenecen a las lineas celulares
continuas de origen ictico, Fibroblastos de Bluegil (BF-2) y Epitelio Papuloso de Ciprinidos
(EPC). La eleccién de estas lineas celulares se basé en su dptimo crecimiento, alta sensibilidad
y el marcado efecto citopatico que en ellas producen las infecciones viricas (Lorenzen y cols.,
1999).

El crecimiento de estas lineas celulares se llevé a cabo en frascos de cultivo celular de 25
centimetros cuadrados (cm?) de superficie. El medio elegido para el mantenimiento celular fue
el medio Medio Minimo Esencial (MEM) de Eagle tamponado con Hepes y 0,85 mg/ml de
bicarbonato sddico, enriquecido con suero fetal bovino al 10% y, adicionado con 125 unidades
internacionales (Ul) Ul/ml de penicilina G sddica, 130 microgramos pg/ml de estreptomicina y
2,5 ug/ml de anfotericina B. Para el subcultivo, el tapiz celular se disgregé con tripsina EDTA al

0,025%.

A partir de los cultivos preparados, se realizaron subcultivos en placas Falcon de 24 pocillos
incubados a una temperatura de 20-30 °C durante 24 horas, lo que permitid el crecimiento en

monocapa del tapiz celular.

Todos los reactivos y materiales utilizados se esterilizaron previamente en autoclave. Asi
mismo, todo el proceso se llevd a cabo en una campana de seguridad de flujo vertical (Telstar

Bio-1l-A) para garantizar dichas condiciones de esterilidad.
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4.3.4.2. Aislamiento virico

Para el diagndstico viroldgico se tomaron muestras a partir de bazo, rifidn anterior y encéfalo
de cada uno de los peces que conformaban los distintos lotes recogidos en las piscifactorias
estudiadas. Una vez en el laboratorio se tomd una muestra representativa de las mismas que
fue introducida en una bolsa de stomacher estéril, previamente etiquetada. A cada muestra se
le anadido medio MEM de Eagle mantenido a una temperatura de 4 °C sin suero fetal bovino y
con una concentracién de antibidticos cinco veces superior a la utilizada para la preparacion

del cultivo celular, hasta conseguir una proporcion final 1:10.

Esta se introdujo en el stomacher durante 10 minutos con el objeto de conseguir un macerado
mas homogéneo. Para permitir la liberacidn del virus de los restos del tejido y facilitar la accién
de los antibidticos, los homogeneizados se incubaron a una temperatura de 14 °C durante 2
horas, o bien durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se traspasaron 2 ml de cada
homogeneizado a un tubo de ensayo y se centrifugaron durante 5 minutos a 13.000 g a una
temperatura de 4 °C. Con el sobrenadante obtenido se inocularon por adsorcion las placas

preparadas previamente con los cultivos celulares.

Para la inoculacién se tomaron los cultivos celulares de 24 horas preparados en placas, a los
que se les retird el medio con una pipeta estéril y se depositaron 0,15 ml de muestra
(sobrenadante) por pocillo, utilizando dos pocillos de cada linea celular por muestra. La placa
se incubd durante una hora a 14 °C agitdndola ligeramente cada 10 minutos. Tras la
incubacidn, a cada pocillo se le afiadié 1 ml de MEM tamponado, junto con antibidticos y suero

fetal bovino al 2%. El cultivo celular ya inoculado se incub6 finalmente a 14 °C.

Diariamente se observd la aparicion de efecto citopatico en cada uno de los pocillos
inoculados, de forma que si a los 7 dias no se habia detectado, se procedié a realizar un
segundo pase de las muestras mediante un nuevo cultivo celular. Para ello, se congeld y
descongeld rdpidamente la placa con las muestras con el fin de romper las células y liberar el
virus, e inmediatamente inoculamos la nueva placa siguiendo la metodologia anteriormente

descrita.

El proceso se repitid hasta un tercer pase; la muestra se considerd finalmente como negativa
en el caso de no aparecer ningln efecto citopatico tras 7 dias de cultivo. En caso contrario
(aparicion de efecto citopatico) se utilizé la técnica de seroneutralizacion como método de

identificacion mediante la utilizacién de antisueros especificos.
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En todos los casos se dejaron varios pocillos como control negativo, es decir, sin inocular, para
confirmar que el efecto citopatico se debia a la accidn de un posible virus y no a problemas de

tipo citotoxico.

4.3.5. Diagnostico parasitologico y micético

El diagndstico parasitoldgico se inicid con una inspeccidn minuciosa macro y microscépica de
los peces muestreados. Para el estudio e identificacién de los distintos grupos y agentes
parasitarios se emplearon los siguientes métodos, siguiendo las pautas y recomendaciones de

Hoffman, 1998; Eiras y cols., 2000; Roberts, 2001:

- Visualizacién directa en fresco, mediante un ligero raspado de la superficie externa del pez
(piel, aletas, ojos y branquias) y de las mucosas digestivas mediante una hoja de bisturi. El
mucus obtenido se depositd entre un cubre y un portaobjetos y se observé al microscopio
Optico. El tamafio de las superficies fue el minimo posible, recomenddandose dimensiones
inferiores a 1 cm. Para la identificacion de pardsitos monogenéticos (Gyrodactylus spp. y
Dactylogyrus spp.) se introdujeron entre cubre y portaobjetos con suficiente agua para evitar
su aplastamiento y se retiré con un papel el exceso de fluido.

- Visualizacién de parasitos y de muestras de tejidos (piel, aletas, branquias, bazo, higado,
tracto digestivo, rifion y musculo) conservados en formol al 3%. Los tejidos de los peces
sufren una rapida autolisis por lo que fueron procesados antes de que se produjeran cambios
degenerativos irreversibles.

- Se tomaron muestras de rifién para la deteccion del agente de la Enfermedad Proliferativa
del Rifidn (Tetracapsuloides bryosalmonae) mediante diagndstico molecular.

El diagndstico micoldgico se realizd mediante observacién directa al microscopio dptico a

partir de raspados de muestras piel, aletas y branquias y posterior identificacién mediante el

estudio de algunas estructuras morfoldgicas como las hifas y conidiéforos (Roberts, 2001).

4.3.6. Diagnodstico molecular
El diagndstico molecular se baso en la determinacidn especifica de una porcion del genoma del
organismo a estudiar, a partir del tejido seleccionado y mediante la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR).
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4.3.6.1. Extraccion del ADN

Una vez tomada las muestras pertinentes (bazo, higado y rifién anterior) de todos los animales
qgue componian el conjunto de lotes a estudiar, se realizd la extraccién del ADN agrupando
varios ejemplares en pool, con un maximo de 5 peces para no perder sensibilidad diagndstica.
Para ello se utilizd el kit comercial Ultra Clean®Tissue&Cells DNA Isolation Kit (MO BIO

Laboratories, Inc., EEUU), siguiendo en todo momento el protocolo fijado por el fabricante.

4.3.6.2. Tipos de PCR

En primer lugar se realizé una PCR multiple previamente descrita por del Cerro y cols., 2002,
para la deteccién de Flavobacterium psychrophilum y Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida. En este estudio no se realizé el analisis de Yersinia ruckerii por ser mas frecuente
en invierno. Ademas, para la deteccidon y cuantificacién del parasito Tetracapsuloides
bryosalmonae (PKD) se realizé una PCR cuantitativa (qPCR) descrita por Grabner y El-Matbouli
20009.

La PCR multiple se realizd para determinar cualitativamente que muestras eran positivas
frente a estos patdgenos. Mientras que con la qPCR cuantificamos relativamente la carga
bacteriana que posee el tejido renal estudiado. El célculo de las copias de ADN del PKD se

realizé mediante la férmula 2°°" (Livak y cols., 2001).

4.3.6.3. Condiciones de ambos tipos de PCR

La concentracidn de todos los cebadores seleccionados fue de 1 pmol I (uM), el volumen de
ADN de 5 microlitros (ul) y el volumen total de la reaccién, en ambas técnicas, fue de 25 pl. El
fluoréforo empleado en todas las técnicas fue SYBR Green | (GoTaq® Hot Start Green Master
Mix, Promega, EEUU). Todas las determinaciones se llevaron a cabo en un termociclador CFX
Connect ™ (Biorad).

Las condiciones en la PCR multiple fueron las siguientes, una desnaturalizacién inicial a 94 °C
durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C durante 60 segundos, 60 °C durante 40
segundos y 72 °C durante 60 minutos, después de ello se realizd una extensién final a 72 °C
durante 5 minutos. Los amplicones de PCR convencional se confirmaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%, adicionando Gel Red (Biotium) como tinte
fluorescente de acidos nucleicos.

En cambio, el protocolo de qPCR para el PKD fue el siguiente, una primer paso a 95 °C durante
5 minutos, seguido de 38 ciclos a 95 °C durante 45 segundos, 51 °C durante 45 segundos y 72
°C durante 45 segundos. Después de ello, se realizé un paso adicional desde 60 °C hasta 95 °C
en un ratio de 0.5 °C para observar la especificidad del amplicén obtenido (curva de fusion,

mealting curve-Tm-).
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Asimismo y para garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos se realizé una reaccidn

adicional para cada una de las muestras utilizando como control interno endégeno, el gen

housekeeping Actina. En la tabla 5 se pueden apreciar las caracteristicas de los cebadores

objeto de este estudio.

Tabla 5. Caracteristicas de los cebadores.

Nombre Gen Amplicon
Secuencia Referencia
cebador estudiado (pb)
PAAS1 F 5'- CGTTGGATATGGCTCTTCT-3’ 423
PAAS2 R . Y
>'- CTCAAAACGGCTGCGTACCA-3 16S rRNA Del Cerro y cols., 2002
FP1F 5'-CTTAGTTGGCATCAACAC-3’ 971
FP3 R 5’-ACACTGGCAGTCTTGCTA-3’
PKD-real F 5 - TGTCGATTGGACACTGCATG-3’ Grabner y EI-Matbouli,
18S rDNA 166
PKD-realR | 5. ACGTCCGCAAACTTACAGCT -3’ 2009
Actina F 5’-GCATCCTGACCCTCAAGTACC-3’
_ B_Actina 137 Disefio propio
Actina R 5 -GGTGTGGTGCCAGATCTTC-3’

5. Resultados y Discusion

5.1. Con respecto a los parametros de calidad del agua

En las tablas 6 y 7 se presentan los resultados obtenidos en el estudio de la calidad del agua en

sus caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas tanto a la entrada como a la salida de cada

una de las explotaciones estudiadas.

Tabla 6. Descripcion de la calidad del agua de la piscifactoria Los Pajares, Albarracin (Teruel).

Resultados
Parametros Unidad Valores recomendables
Entrada | Salida
Temperatura °C 6,3 5,2 < 20%**
Oxigeno disuelto
> *
(0D) mg/| 6,1 7,5 >6
oH valor 701 | 7,24 6— 9%
absoluto
Fisico-Quimicos N-Nitratos
(N-NO3-) mg/| 0,763 | 0,782
Nitratos (NO3-) mg/| 3,37 3,46 < 50**
N-Nitritos
(N-NO2-) mg/| < 0,001 | 0,001
Nitritos (NO2-) mg/| 0,02 0,03 <0,01*
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Am{"\lnl_"x;’ta' me/| 0,021 | 0,016 <1*
Fosfatos totales mg/| ND 0,056 0,2*
P-Fosfatos mg/| ND 0,015 -
Cobre mg/| <0,01 |<0,01 < 0,04
Cloruros mg/| 14,8 17 -
Fisico-Quimicos Dureza total mg/| 445 462,8 -—-
Turbidez NTU 204 242 < 10**
Conductividad uS 686 717 -
Alcalinidad mg/| 204 210 -
Sclidos en meg/| 12 | 25 < 25*
suspensioén
DQO mg/| 8,70 | 4,18 < 40**
Coliformes totales | UFC/100 ml 610 825 -
. s Coliformes fecales | UFC/100 ml 610 636 -
Microbiolégicos
Estreptococos | e ngomi | 110 | 130
fecales

Leyenda: ND (no detectable); * (Real Decreto 927/1988); ** (Schlotfeldt y Alderman, 1995).

En términos generales hemos observado que la mayor parte de los parametros estudiados

cumplen con los requisitos de calidad establecidos tanto en la bibliografia existente como en la

legislacidn vigente (Alabaster y Lloyd, 1982; Real Decreto 927/1988; Schlotfeldt y Alderman,

1995), a pesar de que la acuicultura como otras actividades humanas puede tener efectos

adversos sobre el medio acuatico sobre el que se desarrolla. La eutrofizacion del medio debido

a una carga excesiva de nutrientes derivados del metabolismo de los peces y de los piensos no

consumidos constituye uno de sus principales efectos (Alabaster y Lloid, 1982).

Tabla 7. Descripcion de la calidad del agua de la piscifactoria Planduviar, Sarvisé (Huesca).

Resultados
Parametros Unidades Valores recomendables
Entrada | Salida
Temperatura °C 9,8 10 < 20%**
Oxigeno
> *
disuelto (OD) me/| 6,12 7,21 26
valor
6—9%
PH absoluto 6,95 7,04
N-Nitratos
mg/I 0,260 0,266
Fisico-Quimicos (N-NO3-) g/
Nitratos (NO3-) mg/I 1,15 1,18 < 50**
N-Nitritos
(N-NO2-) mg/| 0,009 0,009
Nitritos (NO2-) mg/| 0,030 0,029 <0,01*
Amonio total
< *
(NH4+) mg/| 0,019 0,051 1
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Fosfatos totales mg/| ND ND 0,2*
P-Fosfatos mg/| ND ND -
Cobre mg/| ND ND < 0,04
Cloruros mg/| 2,36 4,61 -
Dureza total mg/| 284,8 284,8 -
Fisico-Quimicos Turbidez NTU 0 8,42 < 10**
Conductividad uS 351 392 ---
Alcalinidad mg/I 138 135 -—-
Sclidos en mg/| <1 <1 < 25*
suspension
DQO mg/| 4,16 ND < 40**
Coliformes UFC/100 <100 200 .
totales ml
Microbiolégicos Coliformes UFC/100 <10 <10 ---
fecales ml
Estreptococos UFC/100 <10 10 .
fecales ml

Leyenda: ND (no detectable); * (Real Decreto 927/1988); ** (Schlotfeldt y Aldreman, 1995).

Se han observado incrementos puntuales en la turbidez de las aguas (> 200 NTU) en la
piscifactoria de Los Pajares (Tabla 6); el hecho de que este aumento, sobre los valores
normales (> 25 mg/l), se haya producido tanto a la entrada como a la salida de la piscifactoria,
nos hace pensar que muy probablemente esté asociado a fendmenos naturales derivados de

condiciones climatolégicas adversas y no a la actividad acuicola propiamente dicha.

Por otro lado, seialar que si bien se han obtenido concentraciones de nitritos muy por debajo
de 0,1 mg/l, la legislacion espafiola establece limites mas restrictivos (< 0,01 mg/l), cuando
requieren proteccién o mejora para ser aptas para la vida de los peces, especialmente para las
especies salmonicolas mucho mas sensibles a los cambios medioambientales (Real Decreto

927/1988).

5.2. Con respecto al diagndstico bacteriolégico

Mediante el empleo de procedimientos microbioldgicos clasicos no se realizé ningln tipo de
aislamiento ni identificacién bacteriana en ninguna de las muestras analizadas en nuestro
estudio. No obstante, el empleo de técnicas moleculares nos permitio la deteccidon, mediante
una PCR multiple, de ADN procedente del agente patdgeno F. psychrophilum, responsable de
la enfermedad de aguas frias (Valdebenito y Abendafo-Herrera, 2009). Las muestras que
resultaron positivas correspondieron a los lotes de huevos embrionados, L1, L2, L3 y L4,
respectivamente, procedentes de la piscifactoria de Planduviar, lo que demuestra la

transmision vertical de la enfermedad y el importante riesgo de diseminacién que implica esta
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via a partir de la venta de huevas infectadas a otras explotaciones libres o destinadas a la
repoblacidn de los rios (Loch y Faisal, 2015). Ademas de los controles sanitarios periddicos y el
desarrollo de técnicas cada vez mas sensibles capaces de detectar posibles portadores y
facilitar su eliminacion y, con el fin de minimizar dichos riesgos se hace necesaria también la
incorporacion rutinaria de protocolos periddicos de desinfecciéon (cloramina T, sulfato de
cobre), puesto que ademas se ha demostrado que son efectivos frente al desarrollo y

multiplicacidn del agente en las fases iniciales (Lonnstrém y cols., 2008).

Por otro lado, a pesar de que los alevines son especialmente sensibles a la enfermedad
principalmente a temperaturas frias (Chiok, 2011), como las registradas en el agua en el
momento de la toma de muestras. El resto de los lotes analizados correspondientes a este

grupo de edad (L4 a L8) resultaron todos negativos.

5.3. En relacidn al diagnédstico virico

A lo largo del periodo del estudio no se han aislado agentes de etiologia virica en ninguna de
las piscifactorias estudiadas. En consecuencia, no han sido detectados ninguno de los agentes
etioldgicos responsables de la SHV e NHI, enfermedades no exdticas enumeradas en el Anexo
IV del Real Decreto 1614/2008, relativa a los requisitos zoosanitarios de los animales y
productos de la acuicultura, asi como a la prevencién y el control de determinadas
enfermedades de los animales acuaticos. Se ha demostrado que el desarrollo y la puesta en
marcha de sistemas de vigilancia activa, basados en el seguimiento de las poblaciones
piscicolas (especialmente sobre aquellos lotes nuevos) mediante controles sanitarios
periddicos, junto con la instauracién de Optimas medidas higiénico-sanitarias y de
bioseguridad son imprescindibles para evitar la proliferacion y diseminacién de nuevas
enfermedades, principalmente aquellas que presentan un mayor impacto econdmico vy

medioambiental (Roberts, 2001; Ruiz-Zarzuela y cols., 2002; OIE, 2016).

5.4. Sobre el diagndstico parasitario y micotico

A pesar de que el parasitismo es un fendmeno muy frecuente entre las poblaciones icticas,
especialmente favorecido por las condiciones de cria que se llevan a cabo en las instalaciones
de acuicultura (Roberts, 2001), los resultados obtenidos en este estudio sefalan ligeras
infestaciones (1-2 parasitos por campo) de ectoparasitos del género Gyrodactylus spp., sobre
muestras de piel y aletas de los lotes L1 y L3 procedentes de Los Pajares y sobre L5 y L6 de la

piscifactoria de Planduviar. Ademds se ha detectado Trichodina spp. en muestras de branquias
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correspondientes al lote L1 de la piscifactoria Los Pajares. Estos resultados se pueden observar

en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados sobre el diagndstico parasitario en ambas piscifactorias.

Diagnéstico parasitario

Piscifactoria | Tipo de muestra Referencia Gyrodactylus Trichodina
Spp. Spp.

Alevines L5 (Esera) Positivo Negativo

. Alevines L6 (Gallego) Positivo Negativo
Planduviar . ) . )

Alevines L7 (Aragon) Negativo Negativo

Alevines L8 (Aragdn-Cinca) Negativo Negativo

Alevines L1 (Guadalaviar) Positivo Positivo

Pajares Alevines L2 (E10 Pancrudo) Negativo Negativo

Alevines L3 (E4 Pancrudo) Positivo Negativo

Adultos L4 (Pancrudo 2014) Negativo Negativo

La mayoria de estas especies se han descrito en poblaciones sanas a bajas intensidades de
parasitacion, aunque en determinadas situaciones de estrés: en peces debilitados o
inmunodeprimidos, con una deficiente calidad del agua, en asociacidon con otros procesos
infecciosos, etc. situaciones que pueden favorecer su capacidad de multiplicacidon y actuar
como verdaderos agentes patégenos de caracter oportunista induciendo dafios importantes
en la poblacién (Brown, 2000; Roberts, 2001).

Finalmente, sefialar que las muestras procedentes del rifidn anterior mostraron un resultado
negativo para el mixozoo Tetracapsuloides bryosalmonae (PKD). Asimismo, no se identificé el
hongo Saprolegnia spp. en ninguno de los lotes analizados en las explotaciones pertinentes, a

pesar de su caracter ubicuitario (Thoen y cols., 2011).

6. Conclusiones / Conclusions

En base a las condiciones del estudio y de los resultados observados, se han obtenido las
siguientes conclusiones:

Primera. No ha sido detectado ningun patdgeno de etiologia virica, incluyendo los agentes
responsables de la Septicemia Hemorragica Viral y la Necrosis Hematopoyética Infecciosa,
enfermedades de declaracidn obligatoria enumeradas en el Anexo IV del Real Decreto
1614/2008, lo que corrobora la eficacia de los planes de vigilancia instaurados en la
Comunidad Auténoma de Aragdn para el mantenimiento de ésta dentro del listado de zonas

autorizadas frente a dichos procesos.
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Segunda. Durante el periodo de estudio se ha identificado la presencia de otros agentes
aunque mayoritariamente ubicuitarios, salvo F. psychrophilum, patdgeno responsable de la
enfermedad de aguas frias de gran importancia sanitaria y econémica para el sector acuicola.
Su deteccién precoz en fase de huevo, conjuntamente con la puesta en marcha de planes de
erradicacion, control y prevencién, ha evitado su diseminacion al medio natural y dentro de la

explotacion.

Conclusions

Based on the study conditions and the observed results, the following conclusions were
obtained:

First. It has not been detected in any pathogen of viral etiology, including agents responsible
for Viral Hemorrhagic Septicemia and Infectious Hematopoietic Necrosis, notifiable diseases
listed in Annex IV of Royal Decree 1614/2008, which confirms the effectiveness of plans
surveillance instituted in Aragon to maintain it in the list of approved zones against these

processes.

Second. During the period of study, we have identified the presence of other agents although
mostly ubiquitous except F. psychrophilum, pathogen responsible for the disease coldwater.
This disease has a high health and economical importance for the aquaculture sector. Early
detection in the egg stage together with the implementation of plans for the eradication,
control and prevention has prevented it spreading into the natural environment and within the

farm.

7. Valoracion personal

Considero que haber podido realizar mi TFG sobre acuicultura e ictiopatologia ha sido una
suerte. Si bien desde antes de empezar la carrera universitaria en Veterinaria, ya me planteé
cursar la titulacion de Ciencias del mar, la asignatura de Acuicultura e Ictiopatologia del afo
pasado me suscitd mas interés por ampliar mis conocimientos en este campo. Ademas, creo
que es un darea de conocimiento en plena expansion internacional, pues dada la tendencia
mundial de incremento del consumo de pescado y el estado de explotacidon de la pesca
extractiva, se debe ayudar a equilibrar el estado medioambiental del sector. Asi que lo
entiendo como una oportunidad profesional en un campo en pleno desarrollo que esta en el

foco de muchas organizaciones ecologistas por sus posibles impactos medioambientales.
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Con la realizacién de este trabajo he tenido la oportunidad de conocer la produccion piscicola
en la Comunidad de Aragdn, visitando dos piscifactorias. Pude ver y participar de cémo
trabajan en ellas, aprender del trabajo diario del piscicultor y conocer sus problematicas, asi
como las respuestas que la veterinaria puede aportar. Esto me ha ayudado a entender la

utilidad técnica, medioambiental y sobre todo social que nuestro trabajo puede conllevar.

Me ha encantado tener la oportunidad de poder poner en practica las técnicas microbioldgicas
que se usan habitualmente en el laboratorio para el diagndstico de las enfermedades viricas,
bacterianas, micoldgicas y parasitolégicas de los peces y conocer el rigor y la organizacion del
trabajo en el laboratorio. Igualmente, entrar en contacto con la legislacion especifica sobre
enfermedades infecciosas en acuicultura y patologias mas comunes en la Comunidad de

Aragon, me ha aportado una visidén mas integral del sector.

En general, la realizacion de este trabajo me ha dado a conocer la estructura del sector, los
diferentes problemas que se pueden presentar en la gestion piscicola y los requisitos legales
para mejorar la vida y supervivencia de las poblaciones. En resumen, me ha motivado para
seguir aprendiendo para poder llegar a ser una gran profesional. Me ha hecho plantearme la
necesidad de estudiar un master especifico o buscar otras prdacticas a través de algun

programa de becas para ir adquiriendo experiencia y conocimientos.
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