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OBJETIVO 4.1

|dentificar y caracterizar nuevas patologias emergentes, v
desarrollar y mejorar métodos de diagndstico y deteccion de
patogenos en acuicultura.

Conexidn con las lineas de actuacién del plan nacional

Lineas de actuacién A2: Acuicultura sostenible, inteligente y de precision

Actuacion A2.2: Estudios de fisiologia, patologia y reproduccién de peces cultivables para mejorar
el conocimiento sobre procesos que afectan al desarrollo, crecimiento, calidad de las puestas y
progenie, y salud y bienestar animal, asi como al control ritmico de procesos fisioldgicos y su

modulacién por factores ambientales en especies modelo y de acuicultura.

Actuacion A2.6: Incentivar la investigacion y desarrollo de sistemas de cultivo no convencionales
de peces, moluscos y otros grupos taxondmicos: IMTA (offshore y onshore), sistemas de

recirculacion (RAS) y de acuaponia-BIOFLOC.
Actuacion A2.9: Mejora de los sistemas de cultivo de peces mediante

l. El desarrollo de alimentos mas eficientes y sostenibles especialmente durante la fase
larvaria y la produccién de juveniles,
Il. Optimizacién de los factores ambientales y del control cronobioldgico,
M. Optimizacién de la produccién (Machine Learning) mediante la mejora genética, el
bienestar animal y la prevencion y el control de patologias con herramientas de

diagndstico, tratamientos y tecnologias novedosas.
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Descripcion de tareas

Tarea 4.1.1 (M12-M34) - Creacion de protocolos para toma, envio, recepcion y analisis de muestras
- Con indicacidn de fecha de entrega de resultados y Grupos de Investigacién que participan en la
Tarea propuesta. El resultado final de esta tarea es: i) producir unos manuales con indicaciones
precisas para el sector de la acuicultura de cémo tomar y enviar muestras para el diagnéstico de
virus, bacterias y parasitos y ii) creacion de las bases para un mapa de riesgos de patdgenos.
Responsable: CSIC3

Participantes: UV1, UV3, UMH2

Resultado: CSIC3 ha enviado un primer borrador a todos los participantes y se ha recopilado
informacion recibida de los participantes sobre protocolos para la toma y envio de muestras para el
diagndstico de virus, bacterias y parasitos de peces. Se estd trabajando en una version mas
avanzada.

Grado de consecucién: 10%

Impacto: Es prematuro hablar del impacto dado el nivel de consecucion de la tarea.

Tarea 4.1.2 (M1-M34). — Identificacidon de nuevos patdgenos y sus patologias- Caracterizacién
morfoldgica (MO, SEM, TEM), histopatoldgica, epizootioldgica y filogenética de patdgenos (virus,
bacterias y parasitos) emergentes (en el caso de las bacterias, los vibrios ligados al cambio
climdtico) y nuevos casos detectados en granjas, incluyendo analisis de riesgos e interaccion
hospedador-patdgeno, con énfasis en factores relacionadas con el cambio climatico (temperatura,
salinidad, etc.).

Responsable: UMH2

Participantes: CSIC3, UV1, UV3

Resultado: Pardsitos: Existen descripciones en curso de nuevos patégenos: lubina (microsporidio y
mixosporidio); seriola (mixosporidio); esparidos (Sparicotyle n. sp.); y escombridos (aporocotilido).
Se ha descrito una ameba Endolimax carassius n.sp. Se ha caracterizado la patologia deS.
chrysophrii: hematologia, crecimiento, histopatologia. Estudio infecciones secundarias a S.
chrysophrii: correlacién de RNAseq, protedmica y microbiota. Cambios de células goblet y mucinas.
Descripcion del digestivo del parasito.

Virus: Se han recogido en CSIC3, para UMH2, muestras de cerebro en RNA |later de meros
encontrados moribundos en las Islas Columbretes, con sintomatologia compatible con un
nodavirus. Estas muestras se analizardn por RT-gPCR para RGNNV. Se han recopilado secuencias de
transcriptdmica de lubina y dorada para evaluar virdmica de muestras peces de cultivo. Se estd
creando la base de datos de referencia de genomas de virus para analizar las secuencias.

Bacterias: Hemos caracterizado cepas causantes de vibriosis en peces y camarén de Vibrio harveyi
(Vh), V. vulnificus (Vv) y V. parahaemolyticus. Hemos aislado Vv y Vh de agua de lago y salobre en el
caluroso verano 2023. En Vv nos hemos centrado en estudiar el linaje europeo, formado por
aislados ambientales y clinicos y hemos demostrado que la toxina RtxA1l es el principal factor de
virulencia. Hemos descubierto que cepas de Vh de serogrupos concretos y que contienen genes
recibidos por TGH son mas virulentas.

Grado de consecucién: 50%

Impacto: Los resultados se han presentado en diferentes congresos nacionales e internacionales
(CNA, FEMS, EAS...), se han publicado en revistas internacionales de reconocido prestigio (Scientific
Reports, Fish and Shellfish Inmunology, Frontiers in Microbiology) y han contribuido a desentrafiar
los mecanismos de virulencia de especies de vibrios que causan patologias peligrosas en diferentes
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especies de animales acudticos e incluso en el ser humano. Parte de los resultados obtenidos
referentes a la toxina RtxAl y a la vibriosis se han divulgado en forma de articulo internacional en
Scientia. Asi mismo, se han consolidado las relaciones de colaboracién con grupos de investigacién
del Croatian Veterinary Institute de Zagreb (Croacia) y del German Federal Institute for Risk
Assessment de Berlin (Alemania).

Tarea 4.1.3 (M6-M35) - Disefio y validacidon de nuevos métodos moleculares de diagnéstico y
deteccion de patdgenos - Incluye el desarrollo de técnicas multiplex para detectar infecciones
mixtas, nanobiosensores y DNA arrays.

Responsable: CSIC3

Participantes: UPV1, UV1, UV3, UMH2

Resultado: Se han desarrollado y optimizado diferentes aproximaciones moleculares para
deteccidn de vibrios: a) sistemas de biosensado, b) protocolos basados en la PCR, combinados o no
con los sensores y c) protocolo de espectrofotometria de masas MALDITOF, para la identificacion
de grupos clonales de Vibrio vulnificus (Vv). La PCR duplex de V. harveyi (Vh) desarrollada permite
distinguir las cepas que han adquirido los genes de virulencia plasmidicos del resto de cepas de la
especie. Se han redisefiado y validado tests para multiplex con sondas TagMan para la deteccidn
simultanea de Enteromyxum y Enterospora. Se ha realizado una busqueda activa de lotes de
doradas infectadas con coccidios en distintas instalaciones de Espafia y Portugal, sin éxito hasta
ahora. Se va a validar un método para deteccidn de distintas especies de virus (LCDV y RGNNV) que
afectan a lubina mediante qPCR multiplex
(http://www.aquaticjournal.com/article/doi/10.11758/yykxjz.20150606001). Se esta trabajando en
la elaboracion de un array de DNA para discriminacidon simultdnea de especies de peces.

Grado de consecucion: 50%

Impacto: Las herramientas desarrolladas permitirdn detectar de forma temprana la vibriosis en
peces e dentificar Vv y/o Vh a partir de cualquier tipo de muestra, distinguir las cepas no
patogénicas de las que constituyen un peligro para la salud humana y/o animal y la deteccién de
marcadores de sepsis temprana en anguila. El array de DNA de peces permitira saber que especies
estan presentes en un cierto ecosistema y conocer la calidad de vida o evaluar una patologia
porque la informacién generada se podra correlacionar con la cantidad de material genético
liberado. El trabajo presentado en el Congreso Nacional de Microbiologia sobre el nanosensor de
impedancia recibio el premio al mejor péster.

Tarea 4.1.4 (M1-M33) - Mejora de tests de diagnéstico de enfermedades parasitarias — Incluye el
uso de plataformas mas precisas como la “digital droplet PCR” y comparacién con otros métodos,
como los chips de DNA, o de métodos simplificados y asequibles de detecciéon (macro-
microscépicos y moleculares).

Responsable: CSIC3

Participantes: UPV1, UV3

Resultado: Se ha producido una desviacién respecto de lo previsto para esta tarea: El equipo digital
droplet PCR previsto por CSIC3 no se puede adquirir por ser de un importe econémico muy
superior al presupuestado para el inventariable. Actualmente, esta tarea queda englobada en la
tarea 4.1.3 relativa al disefio de nuevos métodos de diagndstico y deteccidn de patégenos.

Grado de consecucién: 0%

Impacto: No procede.

Tarea 4.1.5 (M1-M34) - Deteccidn alternativa de patdgenos - Supone la toma de muestras sin
sacrificio del pez, buscando presencia de patdgenos (tanto virus, bacterias o parasitos), en
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biofouling o en el agua (eDNA), o en hospedadores intermediarios. Incluye la evaluacién del riesgo
de la transmisidn interespecifica entre vectores, hospedadores intermediarios o peces salvajesy
animales del sistema de produccién; Disefio de ensayo multiple para obtener el perfil molecular del
ADN ambiental en granjas.

Responsable: UPV1

Participantes: CSIC3, UV1, UV3, UMH2

Resultado: El primer resultado fue una lista consensuada de los patégenos diana, basandose en las
enfermedades mas graves que actualmente afectan a ejemplares criados en cautividad. Incluyen
bacterias como Vibrio spp, pardsitos como Enterospora nucleophila y Cardicola y virus como el de
la Necrosis nerviosa (NNV). Se ha desarrollado una técnica analitica basada en acidos nucleicos,
amplificacidn isotérmica y ensayo de flujo lateral. Para ello, se ha disefiado un conjunto de
oligonucledtidos que permiten la deteccion de las regiones de genes objetivo. La idoneidad de las
secuencias propuestas se ha confirmado experimentalmente mediante técnicas como
electroforesis en gel y gPCR. Ademas, esta nueva metodologia se ha aplicado con éxito en Ia
deteccién de V. vulnificus. La prueba es especifica para esta bacteria y no respondié a otras
especies estrechamente relacionadas (V. harveyi, V. alginolyticus, V. anguillarum). La sensibilidad
cubre las necesidades analiticas, alcanzandose los limites de deteccién fueron de 0,01% de ADN
patogeno en el ADN del huésped y en un tiempo total de ensayo de menos de una hora.

Grado de consecucidén: 35%

Impacto: Las herramientas obtenidas son clave para avanzar en la monitorizacion masiva y eficaz
aplicada para el control de la sanidad en acuicultura. El método desarrollado es sencillo y rapido
para la deteccion de patdgenos aplicable también fuera del laboratorio y en el campo. Supone un
avance respecto a las soluciones tecnoldgicas actuales siendo potencialmente valida para varias
especies de peces y diversas formas de acuicultura.



