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Resumen

El género Edwardsiella estd compuesto por cinco especies, cuatro de ellas de gran
importancia para la acuicultura debido a su implicacién en varios brotes infecciosos. Este
género empezd con la descripcidn de la especie E. tarda en la década de 1960, y luego
con la descripcion de las especies E. hoshinae y E. ictaluri a principios de los anos
ochenta. Mas recientemente, se describieron las especies £. pisciciday E. anguillarum,
en base a la reclasificacion de aislados previamente identificados como E£. tarda. Este
hecho causd una gran discrepancia entre los cientificos que trabajaban con estas
especies ya que no todos aceptaban la descripcion de las nuevas especies.

A pesar de esta reticencia, diversos autores en afos previos destacaban la presencia de
diferentes grupos dentro de la especie £. tarda mediante el estudio de esta especie por
diferentes técnicas moleculares. Debido a todo esto, se llevaron a cabo estudios
taxondmicos y genotipicos para esclarecer la filogenia en este género utilizando una
amplia coleccién de cepas descritas como £. farda aisladas de diferentes brotes
infecciosos, asi como de otros aislados facilitados por investigadores externos. Se
comenzd empleando las técnicas de tipado AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) y MLSA (MultiLocus Sequence Analysis) cuyos resultados obtenidos
mostraron que ambas técnicas son buenas herramientas taxondmicas capaces de
discernir entre las especies, aunque solamente el MLSA resultdé de utilidad para
establecer relaciones entre los aislados y sus hospedadores o su origen geografico. Cabe
destacar que el gen analizado dnaJ (proteina de choque térmico 40) obtuvo mas
resolucion que el concatenado, por lo que proponemos la secuenciacién de este gen
como la herramienta taxondmica universal para la identificacion de las especies del
género Edwardsiella. Una vez establecidas las diferencias taxondmicas, se llegd a la
conclusion de que la especie £. piscicida es la responsable de la mayoria de los brotes
infecciosos de edwardsielosis que anteriormente se atribuian a £. tarda.
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Para intentar comprender la dispersion del género Edwardsiella, sus mecanismos de
evolucidn y una posible especializacion, se realizaron estudios genéticos poblacionales
utilizando la técnica MLST (MultiLocus Sequence Typing). Los resultados indicaron que
la mutacion es el evento evolutivo mas comun dentro del género, aunque su repercusion
en el proceso evolutivo general es la misma que la recombinacién. Ademas, los analisis
de dispersion mostraron que los aislados mas alejados (Estados Unidos de América y
China/Japdn) son muy semejantes genéticamente, lo cual lleva a plantearse la hipotesis
de que estos aislados se hayan dispersado gracias a la intervencién del ser humano,
probablemente en un intercambio de alevines o reproductores entre estas zonas
geograficas. Este hecho pone de manifiesto la necesidad de ser mas rigurosos en los
controles sanitarios cuando se trata de transportar peces.

Para concluir con este trabajo, se estudiaron los posibles factores de virulencia en la
especie E. piscicida mediante el empleo de las herramientas de protedmica comparativa,
2D-DIGE (two-Dimensional fluorescence Difference Gel Electrophoresis) y TMTsixplex™
(7andem Mass Tag™ 6-plex). El andlisis 2D-DIGE, mostrd que proteinas como FliC, HtpG
y ArnA, relacionadas con la resistencia a los antibidticos y/o los mecanismos de
resistencia a las defensas del hospedador, forman parte del elenco de los factores de
virulencia de E. piscicida. Por otro lado, se estudiaron los cambios producidos en el
proteoma de esta bacteria sometida a diferentes concentraciones de hierro disponible
mediante la herramienta TMTsixplex™. Los resultados de estos experimentos mostraron
la importancia de los sistemas de captacion de hierro cuando se dan condiciones de
restriccion de este elemento, ambiente que se presenta en el interior de un hospedador.
Asi, la expresién de sideroforos, de las proteinas relacionadas con su transporte
trasnmembrana, de proteinas relacionadas con el estrés y proteinas implicadas en la
defensa y supervivencia frente al sistema inmune del hospedador aumentan en
condiciones privativas de hierro.

Los resultados obtenidos tras la finalizacién de los objetivos planteados en esta Tesis
Doctoral aportan nuevos conocimientos acerca de un patdgeno importante para la
acuicultura marina. En base a ellos, se podran desarrollar estrategias de prevencion y
tratamiento mas especificas y eficaces lo cual, contribuird a una disminucion de las
pérdidas econdmicas atribuidas a este patdgeno bacteriano.

Por otro lado, es importante destacar que las herramientas taxondmicas y protedmicas
desarrolladas y puestas a punto en este trabajo, son aplicables a otros patdgenos
bacterianos de interés en la acuicultura tanto marina como continental.
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